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1 UVOD 
 
Leta 2011 je v Sloveniji za rakom zbolelo 12.922 ljudi, 7.162 moških in 5.760 žensk, 
umrlo pa 5.864 ljudi, 3.266 moških in 2.598 žensk. Med nami živi že več kot 81.000 ljudi, 
ki so kadarkoli zboleli zaradi ene od rakavih bolezni. Pri otrocih in mladostnikih (do 20. 
leta) obsegajo rakave bolezni manj kot 1 % vseh primerov raka. Ker se slovensko 
prebivalstvo stara, tako kot svetovno prebivalstvo, je samo zaradi vedno večjega deleža 
starejših pričakovati, da se bo število novih primerov rakavih obolenj še povečalo (pregled 
v OI Ljubljana, 2015). Z naraščanjem števila rakavih bolezni iz leta v leto, narašča tudi 
poraba protirakavih zdravil. Po uporabi se protirakava zdravila in njihovi metabolni 
produkti iz človeškega organizma sproščajo v vodno okolje preko odpadnih vod, kjer lahko 
posledično poškodujejo netarčne organizme (Besse in sod., 2012). Mehanizem 
kemoterapevtskega delovanja večine protirakavij zdravil temelji na njihovem delovanju na 
genetski material in prenos signalov tako, da zvrejo celično rast ali povzročijo smrt celic. 
Zaradi tega imajo monoga protirakava zdravila imajo genotoksični potencial in 
neselektivno delujejo na vse rastoče celice. Predpostavlja se, da so zaradi njihovega načina 
delovanja praktično vsi evkariontski organizmi dovzetni za poškodbe, ki jih povzročajo, pri 
čemer je največja skrb zaradi mutagenosti/karcinogenosti in razmnoževalne stripenosti.  
 
Z razvojem medicine se je povečala možnost kontrole neželenih učinkov zdravil, zato se v 
terapiji rakavih bolezni uporabljajo vse večje koncentracije protirakavih zdravil (Johnson 
in sod., 2008). Poleg tega se v zadnjem času protirakava zdravila uporabljajo za zdravljenje 
tudi doma, ne samo v bolnišnicah. Zaradi tega bolnišnice niso več osnovni vir protirakavih 
zdravil, ki se sproščajo v vodno okolje (Besse in sod., 2012). Mnoga zdravila se  v telesu 
presnovijo. Biorazgradnja spreminja kemijsko strukturo njihovih aktivnih molekul, kar 
pogosto povzroči spremembe njihovih fizikalno-kemijskih in farmacevtskih lastnosti. 
Stopnje izločanja zdravil iz telesa so v razponu od 0 do 100 % (Kümmerer, 2001).  
 
Do sedaj nismo zasledili veliko opravljenih toksikoloških raziskav te skupine 
farmacevtikov na netarčnih organizmih. Razlog se najverjetneje nahaja v njihovi relativno 
nizki količini v okolju (ng/L ali še manj), ki je do nedavnega sploh ni bilo možno zaznati z 
obstoječimi analitskimi metodami (Kosjek in Heat, 2011). Z razvojem občutljivih 
analitskih metod v zadnjih letih, so odkrili v vodnem okolju nekaj protirakavih spojin, ki se 
porabljajo v velikih količinah (Kosjek in sod., 2013; Negreira in sod., 2013).  
 
Citotoksičnost in genotoksičnost te skupine zdravil so preučevali na bakterijah, celicah 
sesalcev glodavcev in človeških celicah ter laboratorijskih živalih (IARC, 1987; 2000; 
Ishidate in sod. 1988; Mavournin in sod., 1990). Več nedavnih študij je pokazalo, da te 
spojine povzročajo reproduktivne in genotoksične učinke tudi pri netarčnih vodnih 
organizmih. Pri rakavih obolenjih protirakava zdravila (npr. 5-fluorouracil, cisplatin, 
etopozid, imatinib mesilat, kapecitabin) zavirajo reprodukcijo v koncentracijah mikrogram 
na liter (Parella in sod. 2014). Zaviranje reprodukcije so tudi zabeležili pri algah vendar pri 
višjih koncentracijah (Brezovšek in sod., 2014). Pri sladkovodnih školjkah Unio pictorum 
in Unio tumidus 5 - fluorouracil povzroča verižne prelome DNA (Gačić in sod., 2014). 
Nastanek mikrojeder zaradi delovanja 5-fluorouracila, cisplatina, etopozida, imatinib 
mezilata, karboplatine in vinkristina so opazili tudi pri rastlinah (Allium in Tradenscantia) 
(Mišík in sod., 2014; Pichler in sod., 2014). 
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1.1 NAMEN NALOGE IN DELOVNE HIPOTEZE 
 
Namen magistrske naloge je preučiti citotoksične in genotoksične učinke štirih 
protirakavih zdravil 5-fluorouracila, cispatina, etopozida, imatiniba v in vitro modelu na 
ribjih jetrnih celicah ZFL (zebrafish liver cells). 
 
V magistrski nalogi bomo: 
 s testom MTT določili citotoksično delovanje izbranih protirakavih zdravil. 
 s testom komet proučili genotoksične učinke pri necitotoksičnih koncentracijah.  
 
Z omenjenim eksperimentalnim pristopom bomo preverili hipotezo, da izbrana 
protirakava zdravila v sistemu s celicami ZFL delujejo citotoksično in genotoksično.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 RAK 
 
Rakava obolenja niso le ena bolezen, ampak predstavljajo širok spekter stanj, ki so 
posledica okvare celičnih kontrolnih mehanizmov, ki nadzorujejo in uravnavajo celično 
proliferacijo, diferenciacijo in preživetje celic (Delves in sod. 2011). Glavna značilnost 
rakavih obolenj je nenadzorovana razrast spremenjenih, rakavih celic. Človeško telo je 
sestavljeno iz različnih tipov celic, ki rastejo in se delijo le takrat, ko organizem to 
potrebuje. Ker je življenjska doba večine celic omejena, je celična delitev, s katero 
nastajajo nove celice, nujna za obnavljanje tkiv in za ohranitev zdravega organizma. Iz 
različnih vzrokov pa lahko pride do čezmerne delitve in kopičenja celic, kar povzroči 
nastanek tumorja. Benigni tumorji so tumorji, grajeni iz celic, ki so podobne normalnim 
celicam in imajo le omejeno sposobnost rasti. Benigni tumorji ne zasevajo, se ne razširijo v 
druge dele telesa in ne ogrožajo življenja. Zato jih ne štejemo med rakave tvorbe. Za 
razliko od benignih so maligni tumorji rakave tvorbe, grajene iz nenormalnih celic, ki se 
neurejeno in nenadzorovano delijo in razraščajo (pregled v OI Ljubljana, 2015). Celice, ki 
se maligno preobrazijo, uhajajo kontroli normalne rasti, vdirajo v okolna tkiva in se lahko 
na koncu preselijo na druga mesta v telesu, kjer formirajo drugotne tumorje, t. i. zasevke 
ali metastaze. Rakavo obolenje najpogosteje sprožijo mutacije določenih celičnih genov. Te 
lahko nastanejo spontano, pri izpostavljenosti genotoksičnim dejavnikom, pa se verjetnost 
za nastanek takšnih mutacij močno poveča. Večina rakotvornih snovi (t. i. rak-povzročajoči 
agensi) povzroča poškodbe DNA, bodisi neposredno ali posredno (Delves in sod., 2011). 
Rakotvorne snovi lahko spremenijo DNA tako, da izzovejo mutacijo (mutageni dejavniki) 
ali pa spremenijo izražanje genov brez poseganja v strukturo DNA (epigenetski dejavniki). 
Mutagene dejavnike delimo na fizikalne (ultravijolična svetloba in rentgenski žarki), 
kemične (kot so npr. mikrotoksini, heterociklični aromatski amini, benzopireni, N-
nitrozamini, katrani in akrilamid) in biološke (predvsem razni virusi: virus hepatitisa B, 
Epstein-Barr virus, humani T-limfocitotropni virus 1 (HTLV-1), virus humane imunske 
pomanjkljivosti (HIV)). Epigenetski dejavniki so pogosti pri celicah, ki so stalno pod 
stresom, in ne povzročijo sprememb v sami DNA, tamveč vplivajo na izražanje določenih 
genov preko metilacije ter preko post-translacijskih sprememb histonov (Novaković in sod. 
2009). Poškodbe DNA, ki nastanejo spontano ali pa jih povzročijo zunanji dejavniki, celice 
s svojimi kompleksnimi popravljalnimi mehanizmi v veliki meri popravijo. V kolikor pa 
poškodbe niso popravljene lahko pride do celične smrti ali pa do mutacij, ki se prenesejo v 
naslednje generacije. V manjšini primerov mutacije spremenijo lastosti celic tako, da jim 
omogočajo, da se izognejo pravilom, ki urejajo vedenje celic v mnogo-celičnem 
organizmu. Pomembno je poudariti, da rakava obolenja nikoli ne izhajajo iz ene genetske 
poškodbe, ampak se razvija v seriji korakov od nespremenjenega stanja do v celoti 
preoblikovane celice. Pogosto, predhodne mutacije povečajo nagnjenosti k pridobivanju 
dodatnih mutacij, ki ustvarjajo genetsko nestabilnost. To napredovanje je omogočeno skozi 
postopne in naključno pridobljene mutacije, ki sodelujejo v procesu nastanka in razvoja 
rakavega obolenja (Slika 1) (Delves in sod., 2011).  
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Slika 1: Razvoj rakavega obolenja je več stopenjski proces. Rak redko izhaja iz ene same mutacije, temveč je 
posledica serije mutacij, ki postopno preoblikuje normalno celico do več nenormalnih malignih celic. Na 
vsakem koraku v tem procesu preoblikovana celica pridobiva lastnosti (npr. sposobnost, da rastejo neodvisno 
od rastnih dejavnikov, odpornost proti apoptozi, sposobnost, da vdira v okolna tkiva), s katerim dobi 
konkurenčno prednost pred sosednjimi celicami (Delves in sod., 2011). 
 
Rak nastane kot posledica kombinacije mutacij ki povzročijo aktivacijo onkogenov in 
inaktivacijo tumor supresorskih genov ter genov DNA popravljalnih proteinov 
(Preglednica 1). Onkogeni,  kot sta na primer MYC in RAS spodbuja nenadzorovano 
celično proliferacijo.  medtem ko tumor supresorskih geni, ob poškodbah DNA ustavijo 
celični cikel, kar omogoči celici čas za popravilo poškodb DNA ali pa sprožijo apoptozo 
poškodovbane celice (Delves in sod., 2011).  
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Preglednica 1: Nekateri geni, ki so udeleženi pri maligni preobrazbi normalnih v maligne celice in tip raka pri 
katerm so vpleteni (Serša, 2009). 
                                Funkcija proteina                                             Vrsta raka 
Onkogeni 
Her-2/neu                                           Receptor rastnega faktorja                                Karcinom dojke in vratu 
Ras (K-ras, N-ras, H-ras)         Membranski proteini za prenos signalov          Karcinom pljuč, trebušne slinavke,  
                                                                      do jedra                                           debelega črevesa, jajčnikov, mehurja 
                                                                                                                                                        in dojke 
c-mic, N-mic                                 Transkripcijski faktor, ki regulira                Levkemija, nevroblastom, retinoblastom,          
                                                         celično delitev in DNA sintezo                  glioblastom, karcinom pljuč, dojk, vratu 
                                                                                                                                                    in črevesa 
src                                                             Tirozin kinaza                                                             Sarkom 
bcl-2                                                    Protein, ki preprečuje apoptozo                       B-celični limfom in levkemija 
Tumor supresorski geni 
p53                                                 Transkripcijski faktor za p21,              Karcinom mehurja, dojk, debelega črevesa, 
                                                          ki regulira celično delitev                 požiralnika, jeter, pljuč, prostate in jajčnikov 
                                                                                                                  možganski tumorji, sarkom, limfom, levkemija 
Rb                              Kontrola aktivnosti transkripcijskih faktorjev               Retinoblastom, sarkom, karcinom 
                                                                                                                        mehurja, dojk, požiralnika, prostate in pljuč                                  
APC                                                Kontrolira funkcijo specifičnih                     Družinski adenomatozni in nededni 
                                                                   Transkripcijskih faktorjev                         karcinom debelega črevesa 
BRCA 1, 2                                    Sodeluje pri DNA popravljalnih                           Dedni rak dojk, rak jajčnikov 
                                                                             mehanizmih                 
 
Obstaja več kot 200 različnih vrst raka. Lahko ga razvrstimo glede na vrsto celice, kjer se 
rak začne. Tako obstaja 5 glavnih kategorij raka: 
 Karcinom – rak, ki se začne v koži ali v tkivih, ki obdajajo notranje organe. Obstaja 
več podtipov: adenokarcinom, karcinom bazalnih celic, karcinom skvamoznih celic 
in karcinom prehodnih celic; 
 Sarkom – rak, ki se začne v vezivnem ali podpornem tkivu, kot so kosti, hrustanec, 
maščobe, mišice, ali krvne žile; 
 Levkemija – rak, ki vznikne v tkivih, iz katerih nastanejo krvne celice, kot je npr. 
kostni mozeg. Zaradi nenadzorovane tvorbe krvnih celic je njihovo število v krvi 
nenormalno visoko; 
 Limfom in plazmocitom – rak, ki se začne v celicah imunskega sistema; 
 Rak možganov in hrbtenjače – ti so znani kot raki osrednjega živčevja.   
 
Nadaljnje razvrščanje raka temelji na prizadetem organu. Tako ločujemo pljučni rak, 
rak dojk, rak na požiralniku itd. (pregled v Cancer Research UK, 2015).  
 
Obstaja več načinov zdravljenja raka. Ločimo jih na lokalne (kirurgija in obsevanje 
(radioterapija)) in sistemske (zdravljenje s protirakavimi zdravili (kemoterapija), 
hormonsko zdravljenje in biološko oziroma tarčno zdravljenje); pogosto jih kombiniramo. 
Z današnjim poznavanjem molekularne biologije raka postaja usmerjeno, posameznemu 
bolniku prilagojeno sistemsko zdravljenje, vse pomembnejše v multidisciplinarnem 
zdravljenju raka. Sistemsko zdravljenje je pogosto odvisno od biologije raka in vključuje 
kombinacije oziroma sosledje več sistemskih zdravljenj. Kljub temu lahko zaznamo, da 
vse oblike sistemskega zdravljenja lahko spremljajo neželeni učinki. Neželeni učinki pri 
zdravljenju s protirakavimi zdravili so posledica citotoksičnega delovanja ne le na maligne 
celice, ampak tudi na hitro deleče se celice zdravih tkiv (Pajk, 2007). Vse večja pojavnost 
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malignih bolezni v populaciji pomeni vse večjo uporabo protirakavih zdravil in s čemer se 
povečuje njihova prisotnost v okolju.  
 
2.2 PROTIRAKAVA ZDRAVILA 
 
Po Anatomsko-terapevtsko-kemičnem klasifikacijskem sistemu (ATC-Anatomical 
Terapeutic Chemical Classification Sistem) protirakava zdravila spadajo v razred L01 
(Zdravila z delovanjem na novotvorbe) (pregled v WHOCC, 2015). Na podlagi kemijske 
zgradbe in mehanizma delovanja jih delimo na citotoksike in citostatike (Besse in sod., 
2012).  
 
(I)  Citotoksiki so spojine, ki provzročajo presnovne in morfološke spremembe celice, ki 
vodijo v celično smrt preko različnih mehanizmov delovanja. Delujejo na DNA 
neposredno ali posredno.  
a)  Neposreden učinek na DNA imajo alkilirajoča protirakava zdravila in platinove 
spojine. Alkilirajoča protirakava zdravila s svojo elektrofilno skupino ustvarjajo 
kovalentne vezi z različnimi nukleofili na DNA (aminske, hidroksilne, tiolne skupine). 
Na ta način zavirajo, ali spreminjajo njeno transkripcijo. Platinove spojine zavirajo 
podvojevanje DNA z vezavo na njo. 
b)  Posreden citotoksičen učinek na DNA imajo antimetaboliti, citotoksični antibiotiki, 
mitotični inhibitorji in topoizomerazni inhibitorji. Antimetaboliti so strukturni analogi  
purina, pirimidina ali folne kisline, ki blokirajo encimsko aktivnost in motijo sintezo 
DNA. Citotoksični antibiotiki se vrivajo med bazne pare DNA in tako motijo sintezo 
in funkcijo nukleinskih kislin. Mitotični inhibitoriji ustavijo segregacijo kromosomov 
z inhibicijo nastanka mikrotubulov. Topoizomerazni inhibitorji povzročajo, ali 
stabilizirajo poškodbo DNA tako, da onemogočijo ponovno vezavo prelomov obeh 
verig DNA (Besse in sod., 2012; Obreza, 2009). 
(II)  Citostatike delimo na inhibitorje proteinskih kinaz in monoklonska protitelesa. S 
svojim delovanjem blokirajo celične rastne faktorje in s tem neposredno vplivajo na 
celično rast, ali pa aktivirajo celice, kot so makrofagi in monociti, ki posredno 
prispevajo k smrti rakavih celic (Besse in sod., 2012). 
 
Relativno majhne razlike med normalnimi in rakavimi celicami otežujejo doseganje 
selektivne toksičnosti in predstavljajo največji problem povezan s kemoterapijo raka , kar. 
Pri klasičnih protirakavih učinkovinah temelji njeno doseganje na predpostavki, da se 
maligne celice delijo hitreje od normalnih in hitreje privzemajo ekstracelularne snovi. 
Obstajajo pa tudi normalne celice, ki se hitro delijo (npr. celice kostnega mozga, epitelijske 
celice v črevesju), kar povzroča številne resne neželene učinke pri uporabi protirakavih 
zdravil (Obreza, 2009). 
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Preglednica 2: Razdelitev učinkovin naravnega in sintetičnega izvora, ki se uporabljajo za zdravljenje rakavih 
obolenj glede na mehanizem delovanja (Obreza, 2009). 
Alkilirajoča 
protirakava 
zdravila 
Antimetaboliti Spojine naravnega 
Izvora 
Ostale 
protirakave 
učinkovine 
Hormoni in 
sorodne spojine 
Dušikovi iperiti 
Bendamustin 
Ciklofosfamid 
Ifosfamid 
Klorambucil 
Melfalan 
Prednimustin 
Trofosfamid 
 
Alkilsulfonati 
Busulfan 
Treosulfan 
 
Etilenimini 
Tiotepa 
 
Nitrozoseoenine 
Karmustin 
Lomustin 
Nimustin 
Semustin 
Streptozocin 
 
Analogi  folne 
kisline 
Metotreksat 
Pemetreksed 
 
Analogi 
Purinskih BAZ 
Fludarabin 
Kladribin 
Klofarabin 
Merkaptopurin 
Nelarabin 
Tiogvanin 
 
Analogi 
pirimidinskih baz 
Azacitidin 
Citarabin 
Devitabin 
Fluorouracil 
Gemicitabin 
Kapecitabin 
Tegafur 
 
Vinka alkaloidi 
Vinblastin 
Vinkristin 
Vindesin 
Vinorelbin 
 
Derivati 
Podofilotoksina 
Etopozid 
Tenipozid 
 
Kolhicinovi 
Derivati 
Demokolcin 
 
TAKSANI 
Docetaksel 
Paklitaksel 
 
Citotoksični 
Antibiotiki 
Aktinomicini 
Daktinomicin 
Antraciklini 
Aklarubicin 
Daunorubicin 
Doksorubicin 
Epirubicin 
Idarubicin 
Mitoksantron 
Drugi citotoksični  
antibiotiki 
Bleomicin 
Mitomicin 
Plikamicin 
Platinove spojine 
Karboplatin 
Cisplatin 
Oksaliplatin 
 
Metilhidrazini 
Prokarbazin 
 
Ostalo 
Arzenov 
trioksid 
Bortezomib 
Desatinib 
Erlotinib 
Gefitinib 
Iksabepilon 
Imatinib 
Irinotekan 
Lapatinib 
Sorafenib 
Sunitinib 
Temisirolimus 
Topotekan 
Estrogeni 
Dietilstilbestrol 
Etinilestradiol 
 
Gestageni 
Medroksiprogest
eron 
Megestrol 
 
Analogi GnRH 
Goserelin 
Levprorelin 
Triptorelin 
 
Antiestrogeni 
Fulvestrant 
Tamoksifen 
Toremifen 
 
Antiandrogeni 
Bikalutamid 
Eksemestan 
Formestan 
Letrozol 
Testolakton 
 
 
V magistrski nalogi smo preverjali genotoksičnost izbranih protirakavih zdravil: 5-
fluorouracil, cisplatin, imatinib mezilat in etopozid. Zato bomo v nadaljevanju natančnejše 
opisali le ta protirakava zdravila.  
 
2.2.1 5 - fluorouracil 
 
Globalno največ uporabljano protirakavo zdravilo je 5-fluorouracil (5-FU, sinonimi:            
5-Fluracil, Fluoro Uracil, Fluouracil, FU) (Kovalova, 2009). 
 
Uvrščamo ga v skupino antimetabolitov, po ATC klasifikaciji v skupino L01B, podskupina 
pirimidinskih analogov (L01BC; oznaka L01BC02) (pregled v WHOCC, 2015). 
Fluorouracil in njegovi presnovki imajo različne mehanizme delovanja (Slika 2). 
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Fluorouracil se v organizmu pretvori v aktivni presnovek 5-fluoroksiuridin monofosfat (F-
UMP). F-UMP se namesto uracila vključuje v RNA in zavira obdelavo RNA, s čimer je 
zavrta celična rast. Drugi aktivni presnovek, 5,5-fluoro-2'deoskiuridin-5'-O-monofosfat (F-
dUMP), zavira timidilat sintetazo, rezultat česar je deplecija timidin trifosfata (TTP), enega 
od štiri nukleotidnih trifosfatov, ki so pomembni za sintezo DNA (Longley in sod., 2003). 
Lažni presnovek se lahko vgrajuje tudi v molekulo RNA, zaradi pomanjkanja 
deoksitimidintrifosfata pa tudi v DNA. Popravljalni mehanizmi zaznajo napako in jo 
poskušajo odpraviti, vendar pride zaradi pomanjkanja deoksitimidintrifosfata do cepitve 
verige DNA (Obreza, 2009).  
 
 
Slika 2: Mehanizem zaviranja timidilat sintetaze s 5-fluorouracilom. Timidilat sintetaza (TS) s pomočjo 5,10-
metilen tetrahidrofolata (CH2THF), kot donorja metilne skupine katalizira pretvorbo deoksiuridin 
monofosfata (dUMP) v deoksitimidin monofosfat (dTMP). Aktivni presnovek 5-fluorouracila (5-FU), 
fluorodeoksiuridin monofosfat (FdUMP) se veže na vezavno mesto TS in tvori stabilen kompleks s TS in 
CH2THF. Na ta način blokira dostop dUMP na vezavno mesto in zavira dTMP sintezo. To vodi do porasta 
deoksinukleotida (dNTP) in deoksiuridin trifosfata (dUTP), ki povzročajo poškodbe DNA. Obseg poškodbe 
DNA, ki jih povzroča dUTP je odvisna od ravni pirofosfataze (dUTPase) in uracila-DNA glikozilaze (UDG). 
Po drugi strani timidin preko delovanja timidin kinaze (TK) lahko prepreči inhibicijo sinteze dTMP (povzeto 
po Longley in sod., 2003: 3). 
 
Fluorouracil uporabljamo parenteralno zlasti za zdravljenje raka debelega črevesa in 
trebušne slinavke, učinkovit pa je tudi pri raku dojke, jeter in nekaterih tumorjev v 
področju glave (komercialno ime Adrucil®) (Obreza, 2009). Topikalno (nanos na kožo v 
obliki kreme; komercialno ime Carac®, Efudex®, Fluoroplex® krema) se uporablja za 
zdravljenje aktinične in solarne keratoze ter karcinoma bazalnih celic. Po intravenski 
uporabi se fluorouracil porazdeli skozi telesno tekočino in izzveni iz krvi po 3 urah. 
Predvsem ga prevzamejo hitro se deleča tkiva (kostni mozeg, intestinalna mukoza, 
neoplazme). Prehaja krvno možgansko bariero. Po intravenozni uporabi je polovični čas 
odstranitve iz plazme povprečno 16 min. 15 % doze se izloči nespremenjeno v urinu tekom 
šestih ur, od česar več kot 90 % v prvi uri. Ostalo se večinoma metabolizira v jetrih po 
uobičajnem mehanizmu za uracil in se izloči v obliki ogljikovega dioksida z dihanjem 
preko pljuč (pregled v eMC, 2015). Fluorouracil povzroča številne nezaželene učinke, med 
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katerimi so pogostejši: mielosupresija (levkopenija, pancitopenija in trombocitopenija); 
agranulocitoza in anemija, nato driska, slabost in bruhanje, anoreksija, stomatitis, 
ezofagitis in proktitis, alopecija (pregled v eMC, 2015), bolečine v prsih podobne angini 
pektoris ter spremembe v EKG-u (Floyd, 2005).  V registru Zveznega urada za hrano in 
zdravila (FDA, angl. Food and Drug Administration) spada v nosečnostno kategorijo D, 
kar pomeni, da obstaja dokaz, da škoduje plodu (pregled v Uptodate, 2015). 
 
2.2.2 Cisplatin 
 
Platinove (II) spojine uvrščamo med najpomembnejše anorganske in organokovinske 
protitumorne učinkovine. Kljub nekaj tisoč preizkušenih kompleksov je še vedno največ 
uporabljan cisplatin. Spada v farmakoterapevtsko skupino: Druga zdravila z delovanjem na 
novotvorbe (protirakava zdravila), platinove spojine (Oznaka ATC: L01XA01). (pregled v 
CBZ, 2015). Prvič je bil odobren leta 1978 v ZDA za klinično uporabo za zdravljenje raka 
(Rosenberg, 1965; Lipman, 1973; Einhorn, 1977). Razvili so več kot tisoč analogov 
cisplatina in še vedno raziskovalci poskušajo razviti nove analoge z manjšimi stranskimi 
toksičnimi učinki, predvsem da bi prilagodili zdravilo za določeno vrsto raka in da bi 
zmanjšali odpornost raka na zdravila. Za zdravljenje se uporabljata analoga carboplatin 
(nežnejši do pacientov) in oksiplatin (delno učinkovit pri karcinomu debelega črevesa) 
(Graham, 2004). Cisplatin [cis-diamindikloridoplatina (II)] je anorganska spojina, ki ima 
kot ligande na centralni atom platine vezani dve molekuli amoniaka in dva kloridna iona. V 
vodnem mediju se kloridna iona kot liganda počasi zamenjata z vodnima molekulama, 
reakcija je še posebej izražena v tumorskih celicah, ki imajo običajno nižjo znotrajcelično 
koncentracijo kloridnih ionov. Nastali kompleks lahko hitro reagira z nukleofili v molekuli 
DNA. Najpogostejša (> 60%) je tvorba koordinacijske spojine, kjer sta kot liganda 
udeležena dva gvanina v isti verigi DNA (Slika 3). Bistveno redkejša je povezava med 
različnima verigama, ki pa je verjetno pomembnejša za citotoksično delovanje. S to 
povezavo se poruši trodimenzionalna struktura DNA, preprečeni sta replikacija in 
transkripcija, kar posledično vodi v apoptozo celice in celično smrt. Adukte na isti verigi 
DNA lahko tvori tudi trans izomer transplatin, ki ima le šibko izraženo citotoksično 
delovanje (Eastman, 1990; Wang in Lippard, 2005; Cepeda, 2007).  
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Slika 3: Mehanizem delovanja cisplatina, ki se veže na gvanin ali adenin na položaju N7, s čimer je 
onemogočeno nadaljnje podvajanje, transkripcija, napredovanje v celičnem ciklu in so lahko aktivirani 
procesi za popravljanje DNK ali apoptozo (povzeto po Wang in Lippard, 2005: 3) 
 
Cisplatin apliciramo intravenozno samostojno, ali v kombinacijah z drugimi protirakavimi 
zdravili za zdravljenje metastatskih karcinomov na testisih in jajčnikih. Na terapijo s 
cisplatinom so občutljivi tudi mnogi drugi solidni tumorji (rak sečnega mehurja, glave in 
vratu, materničnega vratu, pljuč) (Wang in Lippard, 2005). Najvišje koncentracije cisplatin 
doseže v jetrih, ledvicah, sečnem mehurju, mišičnem tkivu, koži, testisih, prostati, trebušni 
slinavki in vranici. Iz telesa se odstranjuje predvsem z urinom; 27 do 43 % vnesenega 
odmerka se izloči z urinom v prvih petih dneh po vnosu (O'Dwyer in sod., 2000). Platina 
se izloča tudi v žolč (Siddik in sod., 1987). Klinično pomembni nezaželeni učinki 
cisplatina so izrazita nefrotoksičnost, zaradi česa je nujna hidracija pacijenta pred uporabo 
zdravila (Cvitkovic in sod., 1977), ototoksičnost, mielosupresija, slabost in bruhanje, 
toksični učinek na krvne žile (Wang in Lippard, 2005). V registru Zveznega urada za hrano 
in zdravila (FDA, angl. Food and Drug Administration) spada v nosečnostno kategorijo D, 
kar pomeni, da obstaja dokaz, da škoduje plodu (pregled v Uptodate, 2015). Po terapiji s 
cisplatinom je pri večini pacientov prisotna vsaj začasna neplodnost. Moški, ki cisplatin 
prejemajo zaradi karcinoma testisov, so po prvih 2 ciklusih azospermični, vendar se pri 
40 % spremogram izboljša po 1.5-2 letih (pregled v BC Cancer agency, 2015). 
 
2.2.3 Etopozid 
 
Etopozid (sinonim: VP-16) je polsintetični derivat podofilotoksina z izraženim 
citotoksičnim delovanjem. Po ATC klasifikaciji spada v skupino L01C (rastlinski alkaloidi 
in drugi naravni produkti), podskupina: L01CB (derivati podofilotoksina, oznaka 
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L01CB01) (WHOCC, 2015). Sok, iztisnjen iz severnoameriške rastline Podophyllum 
peltatum so okoliški Indijanci uporabljali kot odvajalo in zdravilo proti parazitom 
(anthelmintik). Leta 1880 je Podwyssotski iz korenike izoliral podofilotoksin, ki so mu šele 
v 50-letih določili strukturo (Obreza, 2009). Glavni mehanizem protitumorskega delovanja 
je vezava in inhibicija DNA topoizomeraze II, v manjši meri pa tudi zavira mitozo z 
delovanjem na citoskelet (Obreza, 2009). Topoizomeraze IIA delujejo preko zapletenega 
večstopenjskega mehanizma, pri katerem encim preko nadzorovane asociacije in 
disociacije dimerizacijskih podenot (t. i. vrat) cepi in usmerja premikanje molekul DNA, 
tako da pride do prehoda ene verige skozi drugo (Slika 4) (Pogorelčnik in sod., 2015). Pri 
normalni rasti celic je kovalentni kompleks, ki se tvori med DNA in encimom pri cepitvi 
verige DNA kratkoživ in njegova prisotnost skorajda nezaznavna. V ravnotežju je namreč 
religacija DNA bolj favorizirana kot pa njena cepitev. Topoizomeraza IIα ima dve vezavni 
mesti za derivate podofilotoksina, ki stabilizirajo kompleks učinkovin, encim/DNA in 
preprečujejo ponovno povezovanje prelomov DNA. Na ta način spremenijo encim v 
celični toksin (od tod tudi ime topoizomerazni strupi) (Pogorelčnik in sod., 2015; 
Bromberg in sod., 2003; Obreza, 2009). Omenjeni kompleksi se nabirajo v celici, pride do 
inhibicije replikacije in transkripcije DNA ter celične smrti zaradi sprožene apoptoze. 
Delovanje je najbolj izraženo v S fazi in na začetku G2- faze celičnega cikla (Obreza, 
2009). 
 
 
Slika 4: Mehanizem delovanja topoizomeraznih inhibitorjev. Vezava strupa stabilizira kovalentni kompleks 
DNA topoizomeraza, kar vodi do trajnih prekinitev v molekuli DNA in posledično poškodb v celici (povzeto 
po Pogorelčnik in sod., 2015: 5). 
 
Uporablja se v peroralni obliki (komercialno ime Veposid), ali v parenteralni obliki 
(komercialno ime Etopophos) ( pregled v BC Cancer Agency, 2015). Glavne indikacije so 
zdravljenje drobnoceličnega pljučnega karcinoma in refraktarnega karcinoma testisov. 
Učinkovitost se kaže tudi pri nekaterih limfomih (Obreza, 2009). Metabolizira se v jetrih in 
se ga 56 % izloči z urinom, od tega 45 % v nespremenjeni obliki v 120 urah, medtem ko se 
ga 44 % izloči z blatom (pregled v Uptodate, 2015). Ker etopozid poškoduje DNA in 
deluje mutageno, velja, da je rakotvoren. V registru Zveznega urada za hrano in zdravila 
(FDA, angl. Food and Drug Administration) spada v nosečnostno kategorijo D, kar 
pomeni, da obstaja dokaz, da škoduje plodu (pregled v Uptodate, 2015). 
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2.2.4 Imatinib mezilat 
 
Imatinib (sinonim: STI-571, imatinib mesylate) je protirakavo zdravilo iz skupine 
zaviralcev proteinskih kinaz (oznaka ATC: L01XE01) (WHOCC, 2015). Tirozin-kinaze so 
skupina encimov, ki katalizirajo prenos fosfatne skupine na tirozinski preostanek tarčnega 
proteina in sodelujejo v znotrajceličnem signaliziranju. V človeškem genomu so našli 
približno 100 tirozin-kinaz. Udeležene so v najrazličnejših celičnih procesih (rast, 
metabolizem, diferenciacija, apoptoza in drugo). Nekatere so udeležene tudi v razvoju 
rakavih obolenj, kot posledica mutacije ali povečanega izražanja. Zaradi tega predstavljajo 
nove, zanimive tarče za načrtovanje zdravilnih učinkovin (Obreza, 2009). Imatinib je prvo 
tovrstno zdravilo, ki so ga razvili za zdravljenje kronične mieloidne levkemije (KML). Za 
primerov KML je značilna recipročna translokacija med kromosomoma 9 in 22 
(Philadelphija kromosom – Ph), pri kateri pride do nastanka BCR-ABL gena, ki kodira 
protein z izrazito tirozin-kinazno dejavnostjo (Obreza, 2009). Imatinib se veže na 
znotrajcelično vezavno mesto na tirozin kinazi ter tako inhibira vezavo ATP, preprečuje 
fosforilacijo in nadaljno pot prenosa signala. Spojina selektivno zavira proliferacijo in 
inducira apoptozo pri BCR-ABL pozitivnih celiah (Buchdunger in sod., 2000; Fabbro in 
sod., 2002). Kasenje so ugotovili, da imatinib zavira tudi prenos signalov preko tirozin-
kinaz c-kit (receptor za rastni dejavnik matičnih celic) in PDGF-R (receptor za rastni 
dejavnik trombocitov) in se zato uporablja tudi za zdravljenje drugih vrst raka, npr. za 
zdravljene gastrointestinalnih stromalnih tumorjev, pri katerih pogosto pride do mutacij na 
genih, ki kodirajo omenjena proteina (Obreza, 2009). Komercialno ime imatiniba je 
Glivec®, Gleevec®, uporablja se v obliki tablet. Metabolizira se v jetrih preko CYP3A4, 
izloča pa z blatom (68 % kot presnovki, 20 % kot nespremenjeno zdravilo) ter urinom (13 
% kot presnovki, 5 % kot nespremenjeno zdravilo) (pregled v Uptodate, 2015). Na celicah 
humanega hepatoma (HepG2 celice) so pokazali, da ni povzročil prelomov DNA in ni 
vplival na izražanje genov, ki sodelujejo pri popravljanju kot odgovor na napake DNA 
(CDKN1A, GADD45A in MDM2), onkogenezo (MYC in JUN) in apoptozo (BCL2 and 
BAX) (Novak in sod., 2015). V registru Zveznega urada za hrano in zdravila (FDA, angl. 
Food and Drug Administration) spada v nosečnostno kategorijo D, kar pomeni, da obstaja 
dokaz, da škoduje plodu (pregled v Uptodate, 2015) 
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Slika 5: Mehanizem delovanja imatinib mezilata. Imatinib se veže na vezavno mesto za ATP, posledično ne 
more priti do fosforilacije tirozina na substratu. Translation of the Philadelphia chromosome into therapy for 
CML. Druker, B.J. (2008). Blood, 112: 4808-4817 doi:10.1182/blood- 2008-07-077958 
 
2.3 VIRI PROTIRAKAVIH ZDRAVIL V OKOLJU 
 
Protirakava zdravila, ki jih lahko zaznamo v okolju, imajo večinoma izvor v bolnišničnih 
odplakah. Neustrezno odstranjevanje ostankov le-teh vpliva na njihovo pojavnost v okolju 
(Kosjek in Heath, 2011). Protirakava zdravila se v človeškem organizmu presnovijo in se 
izločajo z urinom in blatom v večinoma neaktivni obliki. 10% pa se jih ne metabolizira in 
se izloča nespremenjenih, v aktivni obliki (povzeto po Zounkova in sod., 2010). 
Protirakava zdravila se uporabljajo intravenozno v bolnišnicah, vendar so možni še drugi 
načini uporabe. Zaradi številnih ugodnosti uporabe zdravil na domu, se pri bolnikih 
povečuje peroralna oblika administracije zdravil. Poleg tega je vse pogostejša uporaba 
infuzijskih črpalk (npr. za 7 dni), ki se lahko bolnikom nastavijo v zdravstvenih ustanovah, 
potem pa se vrnejo domov. Ocenjeno je, da danes približno 75 % onkoloških bolnikov 
prejme terapijo v bolnišnicah in gre nato domov. Ti bolniki del zdravil izločajo v 
bolnišnicah (uporaba traja nekaj ur, farmakokinetika določenih protirakavih zdravil je 
relativno kratka), del pa doma. Zato se protirakava zdravila in njihovi metaboliti pojavljajo 
v bolnišničnih in tudi v gospodinjskih odpadnih vodah (Kiffmeyer in sod, 1998), odkoder 
pridejo do čistilih naprav, ki jih niso sposobne popolnoma odstraniti (Nikolaou in sod. 
2007). Koncentracija v odpadnih vodah je odvisna od velikosti zdravstvenih ustanov ter od 
števila zdravljenih onkoloških bolnikov (Kosjek in Heath, 2011).  
 
Besse in sodelavci (2012) so, na podlagi zbranih podatkov Francoske agencije za zdravje 
in varnost produktov (AFSSAPS) o uporabi protirakavih zdravil na nacionalni ravni in 
podatkov Centra Léon Bérard iz Liona (CLB; specializirani center za nego rakavih 
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bolnikov) o uporabi na lokalni ravni, izdelali  teoretično shemo vstopanja protirakavih 
zdravil v vodno okolje (Slika št. 6).  
 
 
Slika 6: Teoretične vhodne poti za zdravila proti raku v vodno okolje z relativnim prispevkom posamezne 
vhodne poti. a: Uporaba AFSSAPS podatkov. b: Uporaba CLB podatkov, približno 53 % celokupne količine 
protirakavih zdravil so uporabili za hospitalizirane bolnike in 47 % za ambulantne bolnike. c: Približno 80 % 
protirakavih zdravil so prejeli ambulantni bolniki in jih porabili in izločili doma (tj. zunaj CLB). d: Približno 
20 % zdravil proti raku so prejeli ambulanti bolniki in jih porabili in izločili na samem kraju prejema (v 
zdravstvenih ustanovah) (povzeto po Besse in sod. 2012: 3). 
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3 MATERIAL IN METODE  
 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 Protirakava zdravila 
 
V magistrski nalogi smo raziskovali škodljive učinke protirakavih zdravil, ki so navedeni v 
Preglednici 3. 
 
Preglednica 3: Protirakava zdravila, ki smo jih raziskovali v magistrski nalogi (5-fluorouracil; cisplatin; 
etopozid in imatinib mesilat) 
 Proizvajalec Kataloška številka CAS Mw(g/mol) 
5-fluorouracil (5-
FU) 
Sigma, ZDA F6627 51-21-8 130,08 
Imatinib mezilat 
(Imatinib mesylate) 
Santa Cruz Biotechnology, 
Heidelberg, Nemčija 
Sc-202180 152459-95-5 493,6 
Etopozid  
(Etoposide) 
Santa Cruz Biotechnology,  
Heidelberg, Nemčija 
Sc-3512 100007-53-2 588.6 
Cisplatin 
(Cisplatine) 
Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Nemčija 
479306 15663-27-1 300.05 
 
3.1.2 Kemikalije 
 
V magistrski nalogi smo poleg štirih protirakavih zdravil navedenih v preglednici 3 
uporabili kemikalije, ki so navedene v Preglednici 4. 
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Preglednica 4: Uporabljene kemikalije v magistrski nalogi. 
Spojina Proizvajalec Kataloška številka 
Benzo(a)piren (Benzo(a)pyrene) Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Nemčija 
B-1760 
DMEM HG Gibco, VB 52100-039 
Imatinib mezilat (Imatinib mesylate) Santa Cruz Biotechnology,  Heidelberg, 
Nemčija 
Sc-202180 
Dimetil sulfoksid DMSO (Dimethyl 
sulphoxyde) 
Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 1.02952.1000 
EDTA (Ethilenediaminetetraacedic 
acid disodium salt dyhydrate 99 + %) 
Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija E5134-250G 
EGF Invitrogen PHG0314 
Etidijev bromid EtBR (Ethidium 
Bromide ) 
Gibco BRL, Paisley, Škotska 15585-011 
Etanol Sigma, ZDA 2221 
Fetalni goveji serum FBS (Fetale 
bovine serum; FBS) 
ATCC, ZDA 30-2020 
Fosfatna fiziološka raztopina PBS 
(Dulbecco's PBS (10×) without Ca and 
Mg) 
PAA Laboratories GmbH, Pasching, 
Avstrija 
H15-104 
Ham's F12 Gibco, VB 21700-026 
LMP-agaroza (Low melting point 
agarose) 
Invitrogen, Carlbad, Združeno kraljestvo 15517-022 
MTT (1-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5 
difenil tetrazolijev bromid) 
Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija M-5655 
Natrijev hidroksid (NaOH) Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 1.06498.1000 
Natrijev klorid NaCl (Sodium 
chloride) 
Merck KGaA, 
Darmstadt, Nemčija 
1.06404.1000 
NMP-agaroza (Ultra PureTM Agarose) Invitrogen, Carlsbad, Združeno 
kraljestvo 
16500-100 
L-glutamin (L-glutamine) PAA Laboratories GmbH, Pasching, 
Avstrija 
M11-006 
Raztopina pufra pH 7 (Buffer solution) Sigma-Aldrich, Seelze, Nemčija 33646 
Raztopina pufra pH 10 (Buffer 
solution (0,4 %) 
Sigma-Aldrich, Seelze, Nemčija 33549 
Tripansko modrilo (Trypane blue) Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija T8154 
Tris (hydroxymethyl)-aminoethan GR 
for analysis buffer substance 
Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija  1.08382.1000 
Tripsin (Trypsin-EDTA (1x)) Sigma-Aldrich, Steinheim,  
Nemčija 
T-4174 
Triton- X100 Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 93420-250mL 
 
3.1.3 In vitro modeli s celicami rib  
 
Ribe predstavljajo največjo in najbolj raznoliko skupino vretenčarjev (Powers, 1989). 
Raziskave so pokazale velike podobnosti med celičnimi mehanizmi pri ribah in sesalcih. 
Ribje celice kot celični modeli imajo pred celicami sesalcev številne prednosti  kot so: 
možnost inkubacije pri sobni temperaturi (20 °C) in v ozračju okolice (kar pomeni, da niso 
potrebni specializirani inkubatorji); mogoče jih je hraniti dalj časa pri 4 °C, ni potrebe po 
zamrzovanju / odmrzovanju kulture. Ribje celice lahko izpostavimo različnim vodnim 
okoljskim vzorcem različnih osmolarnosti (Castano in sod., 2003). Vodni organizmi, kot so 
ribe, so še posebej dovzetni za okoljske strupene snovi, zato se cele ribe in celične kulture 
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rib že dolgo uporabljajo v standardiziranih testih toksičnosti (Bols in sod., 1985; Powers, 
1989). Raziskave, kjer se kot model uporabljajo cele ribe, so časovno zahtevne; ribe je 
mnogokrat težko razmnoževati in takšne raziskave zahtevajo žrtvovanje organizmov. V ta 
namen so znanstveniki kot možne nadomestke za ribe kot organizme razvili celične linije 
izolirane iz rib, ki jih lahko uporabljamo za preučevanje citotoksičnosti in genotoksičnosti 
posameznih spojin ali okoljskih vzorcev (Castano in sod., 2003). Raziskovalne tehnike, ki 
so omogočile znanstvenikom, da ustvarijo izogene linije v eni sami generaciji, ustvarijo in 
vzdržujejo mutante, ustvarijo kulture celic in prenesejo klonirane gene v eno samo 
generacijo so še dodatno povečale vlogo rib kot poskusnih modelov (Powers, 1989). 
Ustvarili so več kot 150 neprekinjenih ribjih celičnih linij. Večina jih je podobnih 
fibroblastnim ali epitelijskim celicam in izvirajo predvsem iz tkiv salmonidov ali 
ciprinidov (Fryer, 1994). Modeli ribjih celic so lahko dober model za testiranje 
genotoksičnosti farmacevtskih izdelkov kot tudi drugih vodnih onesnažil in lahko služijo 
kot alternativa testiranju na živalih v preliminarnih ekotoksikoloških študijah.  
 
Riba cebrica (Danio rerio) je mala tropska riba, ki jo pogosto vzgajajo v hišnih akvarijih. V 
zadnjih dvajsetih letih je postala vodilni modelni organizem v področju biomedicinskih, 
ekotoksikoloških in genetskih študij. Razvoj cebrice je zelo podoben razvoju višjih 
vretenčarjev vključno s človekom. Glavna razlika je v tem, da se cebrice razvijajo od 
oplojenega jajčeca do odraslega organizma zunaj matere v prozornem jajčecu. Embriji so v 
prvih dneh svojega življenja prozorni, zato lahko njihov razvoj opazujemo pod 
mikroskopom (Wixon, 2000). Zanimanje znanstvene skupnosti za cebrice, kot ribje 
modelne organizme se je izrazito povečalo po zaključenem sekvenciranju njenega genoma 
(pregled v WTSI, 2015). Poleg uporabe embriev, juvenilnih in odraslih rib v raziskovalne 
namene, so pomemben model tudi celične linije. Na voljo so kot in vitro testi, ki se 
uporabljajo kot alternativa testiranju na živalih (Schirmer, 2006). Celične linije cebric se v 
zadnjem času vedno pogosteje uporabljajo v okoljskih študijah. Komercialno so dostopne 
jetrne celične linije ZFL (Ghosh in sod. 1994), embrionalne celične linije ZF4 (Driever and 
Rangini, 1993) in ZEM2S (Ghosh in Collodi, 1994) in celična linija repne plavuti SJD. 1 in 
AB. 9 (Paw in Zon, 1999). 
 
V magistrski nalogi smo citotoksično in genotoksično delovanje protirakavih zdravil 
proučevali na jetrni celični liniji rib cebric ZFL (Slika 7).  
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Slika 7: Slika ZFL celic (Foto: Matjaž Novak, Oddelek za gensko tokiskologijo in biologijo raka, NIB). 
 
3.2 GOJENJE CELIČNE LINIJE ZFL  
 
3.2.1 Krioprezervacija 
 
Krioprezervacija je način dolgotrajnega shranjevanja celičnih linij. Celice se lahko 
shranjuje pri temperaturi -80˚C več mesecev, pri temperaturi od -135 ˚C do -175 ˚C (tekoči 
dušik) pa več let.  
 
3.2.2 Zmrzovanje celic ZFL 
 
Celice zamrzujemo tako, da po centrifugiranju odstranimo supernatant, celično usedlino pa 
premešamo s svežim kompletnim celičnim medijem, ki mu dodamo še 10% FBS in 5% 
DMSO, ki ima vlogo krioprotektanta. Tako pripraljene celice v kriovialah zamrzujemo na -
80°C ali v tekočem dušiku. 
 
3.2.3 Odmrzovanje celic ZFL 
 
Celice, ki jih hranimo v tekočem dušiku ali na temperaturi -80°C odmrzujemo tako, da 
kriovijalo na hitro odtalimo in prenesemo v centrifugirko ter dodamo 9 mL medija za 
gojenje celic ZFL ter jih centrifugiramo 10 minut pri 1000 obratih. Po centrifugiranju 
supernatant odstranimo, celice pa prenesemo na plastenko za gojenje celičnih kultur. 
Uporabljamo plastenke različnih velikost (T25/T75) odvisno od števila celic, ki jih 
potrebujemo za poskus.   
 
3.2.4 Gojenje celic ZFL 
 
Celično kulturo ZFL smo gojili v plastenkah za gojenje celičnih kultur pri temperaturi 
28°C. V preglednici 5 je navedena sestava gojišča za ZFL celice.  
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Preglednica 5: Sestava gojišča za jetrne celice ZFL. 
Kemikalija Proizvajalec Koncentracija 
v mediju 
500 mL 100 mL 50 mL 
Libowitz L-15 ATCC 30-2008 50 % 250 mL  50 mL 25 mL 
DMEM HG Gibco 52100-
039 
35 % 175 mL 35 mL 17.5 mL 
Ham's F12 
 
Gibco 21700-
26 
15 % 87.5 mL 15 mL 7,5 µL 
HEPES Invitrogen 
15630056 
15 mM 
(stock 1 M) 
7,5 mL 1,5 mL 750 µL 
NaHCO3  0.15 g/L (stock 
30 g/l) 
2.5 mL 500 µL 250 µL 
Insulin from 
bovin pancreas 
Sigma I1882 0.01 mg/mL 
(stock 10 
mg/mL) 
500 µL 100µL 50 µL 
EGF Invitrogen 
PHG0314 
50 ng/mL 
(stock 
250µg/mL) 
100 µL 20 µL 10 µl 
FBS  ATCC 30-2020 5 % 25mL 5 mL 2.5 mL 
 
Libowitz L-15, EGF in HEPES smo kupili že pripravljene, medtem ko smo ostale 
sestavine gojišča pripravljali  po spodaj navedenih navodilih: 
 
Glede na načrtovano delo, smo pripravili določen volumen gojišča (100-250 mL) brez 
FBSa. Tako pripravljen medij lahko shranimo na 4°C nekaj tednov, medtem ko je medij z 
dodanim FBS uporaben do enega tedna.  
 
3.2.5 Priprava DMEM in Ham's F12 
 
Zatehtali smo ustrezno količino (3,345 g/250 mL DMEM in 2,66 g /250 mL Hamʼs F12) 
prahu, vsakega posebej smo raztopili v erlenmajerici v 0,8-0,9 x volumnu dH2O na 
magnetnem mešalu, dokler se ni prah popolnoma raztopil. Umerili smo pH na 7,4 in dodali 
dH2O do končnega volumna. Raztopini smo filtrirali (0,2 µm) in hranili v hladilniku. 
Medij v taki obliki v hladilniku hranimo nekaj mesecev. 
 
3.2.6 Priprava NaHCO3 
 
Zatehtali smo ustrezno količino  NaHCO3, raztopili v destilirani vodi na magnetnem 
mešalu do popolnega raztapljanja. Raztopino smo filtrirali (0,2 µm), alikvotirali v sterilne 
centrifugirke in shranili v zamrzovalniku (-20 ˚C). Topnost NaHCO3 je 7,8 g/L, mi smo 
pripravili koncetracijo 30 g/L v sterilni dH2O (100 mL). 
 
3.2.7 Inzulin 
 
Pripravili smo 10 mL zakisane H2O (pH≤2) z dodatkom ocetne kisline (v 10 mL sterilne 
destilirane vode v laminarju dodamo 0,1 mL ocetne kisline). Dodamo 100 mg inzulina 
(prah), ki se hitro raztaplja (ker je obsevan z γ-žarki, ga ni potrebno ponovno sterilizirati), 
koncentracija je 10 mg/mL. Alikvotirali smo v sterilne mikrocentrifugirke, in hranili pri               
-20 ˚C. 
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3.3 PRESAJANJE CELIC 
 
Celice smo presajali, pri 90 % preraščenosti plošče. Celicam smo medij menjali vsake 2-3 
dni. Presajali smo jih najmanj dvakrat na teden. Delo s celicami je potekalo v brezprašni 
komori. Glede na to, da medij ZFL ne vsebuje antibiotikov, smo delali zelo previdno zaradi 
nevarnosti okužb (bakterije, plesni). Pred vsako zamenjavo medija smo pogledali celice 
pod mikroskopom, da bi se prepričali, da ni prišlo do okužbe. Pri presajanju smo sterilno 
odstranili medij in celice sprali z 1x PBS. Dodali smo tripsin ogret na 37˚C in inkubirali v 
inkubatorju na 28˚C 5 min. Da so se celice odlepile, smo jih nežno premešali. Delovanje 
tripsina smo ustavili z dodajanjem 5 mL medija s 5 % FBS ter suspenzijo prenesli v 
centrifugirko. Centrifugirali smo 5 min na 1200 obratih/min. Celično usedlino smo 
resuspendirali v svežem mediju s 5 % FBS in celice nasadili na novo plastenko. 
 
3.3.1 Štetje celic 
 
Celice smo šteli tako, da smo jih barvali s tripan modrim. Tripan modro je vitalno barvilo, 
kar pomeni, da prodre samo v mrtve celice. Le-te obarva modro, žive celice pa 
>SVETIJO< (opozorilo: po daljšem času jasno barvilo prodre tudi v žive celice zaradi 
propustnosti membrane). V mikrocentrifugirki smo  premešamo 10 µL celične suspenzije s 
40 µL barvila tripan modro in 10 µL mešanice nanesli na hemocitometer (Blau Brand, 
Nemčija) in prešteli (žive in mrtve) celice. Živost celic mora biti > 95 %, da lahko 
izvedemo poskuse. 
 
 
 
Slika 8: Hemocitometer s pomočjo katerega določimo število celic v določenem volumnu (pregled v Sigma-
Aldrich, 2016). 
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Celice smo prešteli v štirih kvadratkih s površino po 1 mm2. Število celic v suspenziji smo 
izračunali po enačbi: 
 
 
… (1) 
 
A,B,C,D-število celic v posameznih kvadratkih; 
R- faktor redčenja; če zmešamo 10 µL celične suspenzije s 40 µL barvila, je faktor 
redčenja 5; 
 
Kp – Globina komore je 0,1 mm, torej je volumen suspenzije pod stekelcem 0,1 µL (1 
mm2 x 0,1 mm = 0,1 mm3 = 0,1 µL). Če želimo izračunati število celic v 1 mL suspenzije, 
moramo vrednost množiti z 104. (Kp=104) 
 
V suspenzije – Če imamo celice resuspendirane v drugačnem volumnu (ne v 1 mL) 
moramo pomnožiti dobijeno vrednost še z volumnom suspenzije (da dobimo število vseh 
celic v suspenziji). 
 
3.4 DOLOČANJE CITOTOKSIČNOSTI S TESTOM MTT  
 
Test MTT je kolorimetrični test, ki zazna žive celice. Signal, ki nastane, je odvisen od 
stopnje mitohondrijske aktivnosti celic. Ta metoda se torej lahko uporablja za merjenje 
citotoksičnosti, proliferacije ali aktivacije celic (Mosman, 1983). Glavne prednosti testa 
MTT so njegova preprostost, hitrost in relativno nizka cena (Mosman, 1983). 
 
Test MTT temelji na sposobnosti živih celic, da pretvorijo vodotopno tetrazolijevo sol 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid (MTT, angl. 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) v nevodotopne kristale formazana (Slika 9) 
(Mosmann, 1983). Za raztapljanje formazana poznamo različna organska topila,(etanol in 
izopropanol). V našem primeru se je kot najbolj učinkovito izkazalo topilo DMSO. 
 
 
Slika 9: Pretvorba MTT-a v formazan s pomočjo mitohondrijske sukcinate dehidrogenaze (povzeto Brescia in 
Banks, 2009: 1) 
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MTT je rumen substrat, ki vstopi v celice z endocitozo. Ob prisotnosti mitohondrijske 
sukcinat dehidrogenaze v živih celicah se spremeni v temnovijolične kristale formazana, ki 
se v celici zadržujejo v lizosomih ali endosomih. Tako nastane formazan. Ta ni vodotopen 
in izstopi iz celice z eksocitozo v obliki kristalov. S pomočjo organskega topila ga 
raztopimo, da dobimo homogeno raztopino, kateri lahko izmerimo optično gostoto 
(Mosmann, 1983; Liu in sod., 1997). Optično gostoto izmerimo s spektrofotometrom pri 
valovni dolžini 570 nm in referenčni valovni dolžini 690 nm. Absorbanca je sorazmerna 
številu živih celic. Žive celice z aktivnimi mitohondriji povzročijo nastanek kristalov 
formazana, količina formazana pa je odvisna od nivoja energetskega metabolizma v celici. 
Aktivirane celice proizvajajo več formazana kot počivajoče celice, kar omogoča merjenje 
aktivnosti celic tudi v odsotnosti proliferacije. Ker je to zelo hitra metoda, lahko v kratkem 
času pridobimo veliko število podatkov in je tudi zaradi tega zelo uporabna in pogosto 
uporabljena metoda za testiranje toksičnosti različnih snovi (Mosmann, 1983). 
 
3.4.1 Opis postopka 
 
Celice smo nasadili na mikrotitrske plošče (Nunc A/S, Roskilde, Danska, 163320) s 96 
vdolbinami (40.000 celic/mL oziroma 8.000 celic/vdolbino). Čez noč smo jih pustili, da so 
se pritrdile. Nato smo celice za 4, 24, 48 in 72 ur izpostavili izbranim protirakavim 
zdravilom. Celicam smo odstranili medij in ga zamenjali s svežim medijem, ki je 
vsebovalo različne koncentracije vzorcev (0-150 µg/mL). Pri vsakem poskusu smo naredili 
negativno kontrolo. Tej kontroli smo dodali le sveže gojišče, in kontrolo topila. Pri 
posameznih protirakavih zdravil se je ta razlikovala odvisno od uporabljenega topila 
(Preglednica 6). Po določenem času izpostavitve celic protirakavemu zdravilu, smo 
celicam dodali MTT-reagent ter inkubirali nadaljnje 3 ure. V naslednjem koraku smo 
odstranili medij in nastale formazanske kristale raztopili v DMSO. Vortexirali smo 5 min 
na 120-150 rpm, ter izmerili absorbanco pri 570 nm (z referenčno valovno dolžino pri 690 
nm) s pomočjo spektrofluorimetra (Synergy MX, Biotek, ZDA). Relativno preživelost smo 
določali s primerjavo absorbance pri kontroli topila in tretiranih celicah. Poskus smo 
izvedli vsaj v treh neodvisnih ponovitvah vsakič v petih paralelkah.  
 
Izpostavitev celic ZFL proučevanim protirakavim zdravilom: 
 
Preglednica 6: Uporabljene koncentracije izbranih protirakavih zdravil in kontrol topila pri testu MTT 
 
Za statistično analizo razlik izmerjene absorbance med celicami tretiranimi s protirakavimi 
zdravili in celicami kontrole topila smo uporabili Studentov t-test (p<0.05).  
 
3.5 DOLOČANJE GENOTOKSIČNOSTI S TESTOM KOMET  
 
Test komet ali test elektroforeze posameznih celic (SCGE - single cell gel electrophoresis), 
je standardna metoda za določanje in vivo/in vitro genotoksičnosti fizikalnih in kemičnih 
Protirakavo 
zdravilo Kontrola topila Koncentracije protirakavih zdravil [µg/mL]:  
5-Fu 0,2% DMSO 0, 0,29; 0,59; 1,17; 2,34; 4,69; 9,38; 18,75; 37,5; 75; 150 
Cisplatin 15% dH2O 0, 0,29; 0,59; 1,17; 2,34; 4,69; 9,38; 18,75; 37,5; 75; 150 
Imatinib 0,3 % dH2O 0, 0,29; 0,59; 1,17; 2,34; 4,69; 9,38; 18,75; 37,5; 75; 150 
Etopozid 0,6 % DMSO 0, 0,29; 0,59; 1,17; 2,34; 4,69; 9,38; 18,75; 37,5; 75; 150 
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agensov. Ponuja preprost način ocenjevanja poškodb DNA z merjenjem prelomov v verigi 
DNA živalskih in rastlinskih celic. Metodo sta razvila Östling in Johanson za opazovanje 
poškodb DNA (Östling in Johanson, 1984). Celice, obsevane z X-žarki, sta pomešala z 
agarozo, ki sta jo v tankem sloju nanesla na objektna stekelca. Celice v gelu sta lizirala in 
jih nato izpostavila elektroforezi pri nevtralnem pH. Zaradi negativnega naboja DNA 
prelomljeni in odviti odlomki hitreje potujejo v električnem polju iz jedra proti anodi kot 
nepoškodovani deli. Slike poškodovanih jeder pobarvanih s fluorescenčnim barvilom, ki se 
veže na DNA, spominjajo po obliki na komete (Slika 11). Tako je test dobil ime. 
Nepoškodovana jedra celic ostanejo okrogla, ker visokomolekularna dodatno zvita DNA v 
električnem polju potuje počasneje kot odviti deli. Poškodbe DNA lahko kvantificiramo z 
računalniško analizo slik in tako zasledimo samo prelome obeh verig DNA (DSB- double 
strand breaks). Po uvedbi je test imel nekaj tehničnih modifikacij, kar je razširilo njegovo 
uporabo. Nevtralni komet test sta modificirali dve skupini raziskovalcev. Singh in sod. so 
leta 1988 uvedli alkalno verzijo testa komet (Sing in sod., 1988). Celice so izpostavili 
elektroforezi pri alkalnih pogojih. V bazičnem okolju DNA denaturira in tako lahko s 
komet testom določimo prelome ene verige DNA (SSB- single strand breaks), alkalno 
labilna mesta, DSB in prelomi verige DNA, ki nastanejo zaradi popravljanja napak.  Ta 
metoda se vedno bolj uporablja za določanje genotoksičnosti, ker je hitra in preprosta, 
občutljiva, zanesljiva in razen računalniške obdelave slik dokaj poceni. Olive in sodelavci 
(Olive, 1989) so izvedli elektroforezo pod nevtralnimi ali blago alkalnimi (pH = 12,3) 
pogoji za odkrivanje enoverižnih prelomov. Ta metoda je bila optimizirana za odkrivanje 
subpopulacije celic z različno občutljivostjo na zdravila ali sevanje. Ugotovili so, da je 
tehnika, ki so jo razvili Singh in sod. za en ali dva reda velikosti bolj občutljiva kot druge 
tehnike. Nadaljnja izboljšanja tehnike so znatno povečala prilagodljivost in uporabnost 
testa. Tako se občutljivost testa poveča z uporabo inhibitorjev popravljanja DNA poškodb, 
kar povzroči kopičenje prelomov verig DNA (Collins in sod., 1993). S komet testom lahko 
določimo različne oblike DNA poškodb: prelome ene in obeh verig DNA, ki jih povzročajo 
mutageni (gama in X-sevanje, H2O2) neposredno; alkalno labilna mesta DNA (nekateri 
genotoksični agensi neposredno ne povzročajo prelomov DNA, ampak tvorijo na DNA 
adukte, ki so alkalno labilni, zato pri visokem pH hidrolizirajo in tako nastanejo prelomi 
DNA); in prelome DNA, ki nastanejo kot vmesna stopnja v procesu baznega ali 
nukleotidnega izrezovalnega popravljanja poškodb DNA. To sta popravljalna mehanizma, 
ki odstranita večino nastalih poškodb DNA; tudi take, ki jih povzročajo alkilirajoči agensi 
in obsevanje z UV žarki. Veliko prelomov DNA, ki jih opazimo s komet testom, pomeni 
torej, ali močno poškodovanost DNA, ali pa učinkovito popravljanje poškodb (Tice in sod., 
2000).  
 
Glavne prednosti testa komet vključujejo: zbiranje podatkov na ravni posamezne celice, ki 
omogoča bolj robustne statistične analize; s pomočjo računalniškega programa za analizo 
slike dobimo statistične podatke; uporaba majhnega števila celic na vzorcu (< 10.000); 
občutljivost za zaznavanje poškodb DNA (1 prelom na 10
10 daltona); uporaba katere koli 
evkariontske posamezne celične populacije tako in vitro kot tudi in vivo, kar vključuje 
celice pridobljene iz izpostavljenih ljudi in živali genotoksikološke študije in spremljanje 
stanja okolja (Collins in sod., 1997; Dixon in sod., 2002; Lee in Steinert, 2003; Jha, 2004). 
 
Glavna uporaba komet testa je na naslednjih področjih: 
 Genetske toksikologije (poškodbe DNK) - in vivo in in vitro vrednotenje 
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genotoksičnih kemikalij (Pool-Zobel in Leucht, 1997; Valverde in sod., 2000) 
 Poškodb DNA: prelomi ene verige - SSB, DNA navzkrižno povezovanje, alkalna 
labilna mesta - ALS (Jaloszyński in sod., 1999) 
 DNA popravljalnih mehanizmov: popravljalni mehanizmi preloma verig, 
izrezovalni popravljali mehanizmi (Collins in sod., 1995; Myllyperkiö in sod., 
2000)  
 Eko-toksikologije: za spremljanje toksikologije tal in vodnih območij (Mitchelmore 
in Chipman, 1998) 
 Prehrane (Giovannelli in sod. 2002; Knasmüller in sod., 2001) 
 Ocene hipoksije (Olive, 1995) 
 Človeška epidemiologija: ocena ravni poškodb DNA zaradi poklicne, klinične in 
okoljske izpostavljenosti posameznikov (Kassie in sod., 2000; Collins, 1997); 
spremljanje radio in kemoterapije bolnikov z rakom (Vaghef in sod., 1997; Kopjar, 
2002; Gutiérrez in sod., 1998; Fairbairn in sod., 1995)  
 in še mnogo drugih aplikacij. 
 
Za ovrednotenje poškodb DNA, ki jih zaznamo s komet testom, se uporabljajo različni 
parametri. Najpogosteje so poškodbe DNA ovrednotene kot % DNA v repu kometa, torej 
delež DNA, ki je potoval iz jedra ali kot dolžina repa, ki pove, kako daleč od glave so v 
električnem polju prepotovali delci DNA. Pogosto se uporablja tudi t. i. moment repa, ki je 
produkt dolžine repa in odstotka DNA v repu. Pomembna prednost testa je, da ni potrebna 
predhodna delitev celic in zato lahko v testu uporabljamo primarne celične linije. 
 
 
Slika 10: Test komet. Primer celic z nepoškodovanim (A) in poškodovanim (B) dednim materialom (Foto: 
doc. dr. B. Žegura). 
 
3.5.1 Opis postopka 
 
Celice smo nasadili na plošče z 12 vdolbinami (Corning Costar Corporation, New York, 
ZDA). V vsako vdolbino smo nasadili ~150.000 cel/mL in jih dali v inkubator (37°C, 5 % 
CO2 atmosfera). Naslednji dan smo celice izpostavili različnim koncentracijam (0.01, 0.1, 
1, 10 µg/mL) citostatikov (5-FU, IM, ET, CDDP) za 4h in 24h. Pri vsakem poskusu smo 
uporabili negativno kontrolo. Pri tem smo celice izpostavili le celičnemu gojišču, kontroli 
topila (Preglednica 7) ter pozitivni kontroli. Kot pozitivno kontrolo smo vporabljali 
tBOOH in BaP. tBOOH je analog vodikovega peroksida in povzroča oksidativne poškodbe 
A B 
Drljača S. Citotoksični in genotoksični učinki izbranih citostatikov na ribje jetrne celice in vitro. 25 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta. Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
molekul DNA, lipidno peroksidacijo ter poškodbe celic (Lin in sod. 2000). BaP spada v 
skupino policikličnih aromatskih ogljikovodikov, ki nastanejo pri nepopolnem izgorevanju. 
Izpostavljeni smo mu v vsakdanjem življenju pri vdihavanju izpušnih plinov odprtemu 
ognju itn. (U. S. EPA, 2011). 
 
Preglednica 7: Uporabljene koncentracije izbranih citostatikov in kontrol topila pri testu komet. 
Citostatik Kontrola topila Koncentracije citostatika (µg/mL) 
5-fluorouracil 0.2 % DMSO 0,01; 0,1; 1; 5; 10 
Imatinib mezilat 1  % dH2O 0,01; 0,1; 1; 5; 10 
Etopozid 0.04% DMSO 0,01; 0,1; 1; 5; 10 
Cisplatin 1 % dH2O 0,01; 0,1; 1; 5; 10 
 
3.5.1.1 Priprava objektnih stekelc in vgradnja celic v agarozni gel 
 
Očiščena peskana stekelca hranimo v absolutnem metanolu, tako da so cela potopljena 
vanj. Preden nanesemo agarozo na stekelca, jih v digestorju ožgemo, da odstranimo 
metanol. Na peskanu objektno stekelce nanesemo prvo plast 1 % NMP agaroze (80 µL) in 
pokrijemo s krovnim stekelcem. Stekelca položimo v hladilnik, da se agaroza strdi 
(približno 10 min), nato pa krovno stekelce previdno odstranimo. Druga plast agaroze 
vsebuje celice in 1 % LMP agaroze v 1x PBS. 70 µL agaroze zmešamo s 30 µL celične 
suspenzije (300.000 celic/mL), čim hitreje nanesemo na prvo plast agaroze in pokrijemo s 
krovnim stekelcem. Ko se agaroza strdi, odstranimo krovno stekelce. Za vsak test 
pripravimo svežo agarozo. 
 
Preglednica 8: Sestavina 1% agaroze NMP ali LMP 
SESTAVINE KOLIČINA KONCENTRACIJA 
Agaroza NMP ali LMP   0.2 g 1 % 
1 X PBS  20 mL  
Agarozo raztopimo v 1xPBS z mešanjem in segrevanjem do vrelišča v mikrovalovni pečici. 
 
3.5.1.2 Liziranje celic 
 
Stekelca položimo v hladno (4˚C) raztopino za liziranje in jih inkubiramo najmanj 60 min, 
posušimo in jih zložimo v kadičko za elektroforezo. Naložimo jih tesno skupaj (obrnjena z 
delom, kjer je gel proti anodi) in prazna mesta zapolnimo s stekelci, da je električno polje 
čim bolj homogeno. Previdno dolijemo pufer. 
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Za 300 mL raztopine za lizo zatehtamo: 
 
Preglednica 9: Priprava raztopine za alkalno liziranje celic. 
SESTAVINE KOLIČINA KONCENTRACIJA 
NaCl 43,92 g 2,5 M 
EDTA 11,16 g 100 mM 
Tris 0,36 g 10 mM 
dH2O Dopolnimo do 300 mL 
Umerimo pH na 10 z 10 M NaOH oziroma 30 % 
 HCl  
Postavimo v hladilnik na 4 °C 
Triton X-100 (dodamo tik pred 
uporabo v končni koncentraciji 1 %) 
in močno premešamo. 
3,00 mL 
 
3.5.1.3 Odvijanje DNA in elektroforeza 
 
Alkalna denaturacija poteka 20 min pri 4 ˚C v sveže pripravljenem elektroforetskem pufru, 
sledi elektroforeza, ki poteka 20 min pri napetosti 0,5 - 1 V/cm pri temp 4 ˚C. 
 
Za 1250 mL elektroforetskega  pufra zmešamo:  
 
Preglednica 10: Priprava elektroforetskega pufra. 
SESTAVINE KOLIČINA (1250 mL) KONCENTRACIJA 
dH2O 1206,25 mL  
EDTA 6,25 mL 0,2 M 
NaOH 37,5 mL 10 M 
Postavimo v hladilnik na 4 °C 
 
3.5.1.4 Nevtralizacija 
 
Po elektroforezi gele z vklopljenimi jedri celic nevtraliziramo s 15 minutno inkubacijo v 
hladnem (4˚C) nevtralizacijskem pufru.  
 
Za 300 mL nevtralizacijskega pufra zmešamo: 
 
Preglednica 11: Priprava raztopine za nevtralizacijo. 
SESTAVINE KOLIČINA (300 mL) KONCENTRACIJA 
Tris 14,532 g 0,4 M 
dH2O Dopolnimo do 300 mL 
Umerimo pH vrednost na 7,5 z 10 M NaOH oziroma 30 % HCl  
Postavimo v hladilnik na 4 °C 
 
Do mikroskopiranja smo objektna stekelca z geli shranjevali v plastični kadički, pokriti z 
aluminijasto folijo, pri 4 °C. Da se geli ne bi izsušili, smo kadičko obložili z vlažno 
brisačko. 
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3.5.1.5 Analiza jeder celic in merjenje poškodb DNA 
 
Pred analizo jeder smo ta obarvali s fluorescentnim barvilom EtBr. Na gele smo nanesli 20 
μL EtBr s koncentracijo 5 μg/mL. Jedra smo analizirali s pomočjo flourescenčnega 
mikroskopa (Nikon Eclipse E800, Japonska) z G2A žarnico (Nikon HB-10104AF, 
Japonska) pri 400-kratni povečavi. Ekscitacijski filter za etidijev bromid je 515-560 nm, 
zaporni pa 590 nm. Za vsak vzorec smo analizirali 50 jeder. Pri tem smo se izogibali 
robnim delom gela. Slike smo analizirali z računalniškim programom Comet Assay IV 
(Perceptive Instruments, Združeno kraljestvo). Kot parameter za oceno stopnje 
poškodovanosti DNA smo izbrali % DNA v repu kometa. Za vsako koncentracijo vzorcev, 
negativno kontrolo, kontrolo topila in  pozitivni  kontroli (tBOOH in BaP) smo pri vseh 
časih inkubacije izvedli  tri neodvisne poskuse. 
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4 REZULTAT 
 
4.1 CITOTOKSIČNOST IZBRANIH PROTIRAKAVIH ZDRAVIL – TEST MTT 
 
Citotoksično delovanje proučevanih protirakavih zdravil [5-fluorouracil (5-FU), etopozid 
(ET), cisplatin (CDDP) in imatinib mezilat (IM)] smo na celicah ZFL raziskali s pomočjo 
testa MTT. Celice smo izpostavili različnim koncentracijam protirakavega zdravila (0,29; 
0,59; 1,17; 2,34; 4,69; 9,38; 18,75; 37,50; 75,00 in 150,00 µg/ml) za 4 (A), 24 (B), 48 (C) 
in 72 (D) ur. Rezultati so prikazani na slikah 11 do 14. 
 
4.1.1 5-fluorouracil 
 
 
 
 
A 
* 
* * * * * 
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Slika 11: Vpliv 5-Fluorouracila na preživelost celic ZFL. Celice so bile izpostavljene različnim 
koncentracijam 5-FU (0,29; 0,59; 1,17; 2,34, 4,69; 9,38; 18,75; 37,50; 75,00 in 150,00 μg/mL) za 4h (A), 24h 
(B), 48h (C) in 72h (D). V naslednjem koraku smo izvedli test MTT. Rezultati so podani v obliki % 
preživelosti celic ZFL glede na kontrolno skupino (povprečje treh neodvisnih poskusov ± SD). 
(*) statistično značilna razlika glede na kontrolno skupino (Studentov t-test, p<0,05). 
 
Po izpostavitvi ZFL celic 5-FU za  4 ure nismo zaznali statistično značilnega zmanjšanja 
preživelosti celic ZFL (Slika 11A).  
 
Po 24-urni izpostavitvi smo opazili vpliv 5-FU na preživelost celic ZFL pri koncentracijah 
≥ 4,69 µg/mL, vendar je protirakavo zdravilo šele pri ≥ 18,75 µg/mL zmanjšal živost celic 
za več kot 30% (Slika 11B).  
 
Po 48 urah izpostavitve je 5-FU statistično značilno od doze odvisno znižal živost celic pri 
koncentracijah ≥1,17 μg/mL (živost celic pri tej koncentraciji je znašala približno 82 %). 
Pri koncentracijah nad 9,38 μg/mL je zaradi vpliva 5-FU preživelo približno 45 % celic v 
primerjavi s kontrolno skupino (Slika 11C).  
 
* 
* 
* * * * * * 
* 
* * 
C 
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Pri celicah, ki so bile  izpostavljene 5-FU 72 ur, smo opazili od doze značilno znižanje 
živosti celic pri koncentracijah ≥ 2,34 μg/mL. Pri 2,34 μg/mL je preživelo približno 62 % 
celic, pri 4,68 μg/mlL približno 48 %, pri 9,38 μg/mL in 18,75 μg/mL približno 40% celic, 
pri 37,50 μg/mL 33 %, pri 75,00 μg/mL približno 28 % in pri najvišji testirani koncentraciji 
150 μg/mL je preživelo le 20 % celic v primerjavi s kontrolno skupino (Slika 11D). 
 
4.1.2 Cisplatin 
 
 
 
A 
B 
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Slika 12: Vpliv cisplatina na preživelost celic ZFL. Celice so bile najprej izpostavljene različnim 
koncentracijam CDDP (0,29; 0,59; 1,17; 2,34, 4,69; 9,38; 18,75; 37,50; 75,00 in 150,00 μg/mL) za 4h (A), 
24h (B), 48h (C) in 72h (D). Po tem smo opravili test MTT. Rezultati so podani v obliki % preživelosti celic 
ZFL glede na kontrolno skupino (povprečje treh neodvisnih poskusov ± SD). 
(*) statistično značilna razlika glede na kontrolno skupino (Studentov t-test, p<0,05). 
 
Pri 4 urni izpostavitvi celic ZFL CDDP smo opazili statistično značilno razliko v 
primerjavi s kontrolno skupino pri treh koncentracijah in sicer pri 2,34 μg/mL (preživelost 
celic v primerjavi s kontrolno skupino je znašala približno 68 %), 4,69 μg/mL (preživelost 
celic v primerjavi s kontrolno skupino je znašala 67 %) in pri koncentraciji 150 μg/mL 
(preživelost celic v primerjavi s kontrolno skupino je znašala 62 %) (Slika 12A). 
 
Po 24 urni izpostavitvi celic ZFL CDDP smo pri koncentraciji 0,29 μg/mL zaznali 
statistično značilno povišanje živosti celic (118 % preživelost). Glede na to, da s testom 
MTT določamo aktivnost mitohondrijskih sukcinat dehidrogenaz, je izmerjeno povišanje 
živosti celic lahko posledica pospešenega celičnega dihanja kot posledico stresa, ki ga 
povzroča CDDP. Statistično značilno od doze odvisno znižanje preživetja smo opazili pri 
koncentracijah ≥ 9,38 μg/mL (78 %). Pri  37,50 μg/mL  je preživelo le približno 15 % ZFL 
celic, medtem ko pri višjih konentracijah nismo zaznali živih celic (Slika 12B). 
C 
D 
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Po 48 urni izpostavitvi ZFL celic CDDP smo pri treh najnižjih testiranih koncentracijah 
0,29 μg/mL (140,92 %), 0,59 μg/mL (109,93 %) in 1,17 μg/mL (109,26 %) zaznali 
nekoliko povišano aktivnost mitohondrijskih sukcinat dehidrogenaz najverjetneje kot 
posledica povišanega celičnega dihanja. Statistično značilen od doze odvisen upad 
preživetja smo opazili pri koncentracijah 9,38 μg/mL (66 %), 18,75 μg/mL (36 %) in 37,50 
μg/mL (1,27 %), medtem ko pri višjih testirani koncentracjah  CDDP nismo zaznali živih 
celic (Slika 12C). 
 
Po 72 urni izpostavitvi smo pri koncentracijah CDDP ≤ 1,17 μg/mL v primerjavi s 
kontrolno skupino zaznali približno 10% povišano živost celic ZFL kot posledica 
povišanega celičnega dihanja. Statistično značilno od doze odvisno znižanje preživetja 
ZFL celic smo opazili pri koncentracijah ≥ 2,34 μg/mL. Pri 18,75 μg/mL CDDP je 
preživelo le 12,4 % celic, medtem ko pri višjih koncentracijah (≥ 37,5) nismo zaznali živih 
celic (Slika 12D). 
 
4.1.3 Etopozid 
 
 
 
A 
B 
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Slika 13: Vpliv etopozida na preživelost celic ZFL. Celice so bile izpostavljene različnim koncentracijam ET 
(0,29; 0,59; 1,17; 2,34, 4,69; 9,38; 18,75; 37,50; 75,00 in 150,00 μg/mL) za 4h (A), 24h (B), 48h (C) in 72h 
(D). V naslednjem koraku smo izpeljali test MTT. Rezultati so podani kot delež preživelosti celic ZFL glede 
na kontrolno skupino (povprečje treh neodvisnih poskusov ± SD). 
(*) statistično značilna razlika glede na kontrolno skupino (Studentov t-test, p<0,05). 
 
Rezultati so pokazali, da ET po 4 urni izpostavitvi ni statistično značilno zmanjšal 
preživelosti celic ZFL (Slika 13A).  
 
Pri izpostavitvi celic ZFL ET za 24 ur smo opazili statistično značilno od doze odvisno 
znižanje preživetja pri koncentraciji ≥ 9,38 μg/mL (preživelo je 67 % celic). Pri 
koncentraciji 150 µg/mL je preživelo le približno 15 % celic (Slika 13B). 
 
Po 48 urni izpostavitvi celic ZFL ET smo opazili statistično značilno znižanje preživetja že 
pri najnižji testirani  koncentraciji (0,29 μg/mL). Pri koncentraciji 0,29 μg/mL je preživelo 
približno 86 % celic, medtem ko je pri najvišji testirani koncentraciji (150 μg/mL) 
preživelo le 2 % celic (Slika 13C). 
 
Pri celicah ZFL, ki so bile izpostavljene ET 72 ur smo opazili od doze značilno znižanje 
živosti pri koncentracijah ≥ 0.29 µg/mL (preživelo 62 % celic). Pri koncentracijah ≥ 2,34 
μg/mL, kjer je preživelo manj 10 % celic (Slika 13D). 
C 
D 
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4.1.4 Imatinib mezilat 
 
 
 
 
A 
B 
C 
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Slika 14: Vpliv imatinib mezilata na preživelost celic ZFL. Celice so bile izpostavljene različnim 
koncentracijam IM (0,29; 0,59; 1,17; 2,34, 4,69; 9,38; 18,75; 37,50; 75,00 in 150,00 μg/mL) za 4h (A), 24h 
(B), 48h (C) in 72h (D). V nadaljevanju  smo izvedli test MTT. Rezultati so podani kot delež preživelosti 
celic ZFL glede na kontrolno skupino (povprečje treh neodvisnih poskusov ± SD). 
(*) statistično značilna razlika glede na kontrolno skupino (Studentov t-test, p<0,05). 
 
Po 4 urni izpostavitvi celic ZFL IM je pri koncentracijah ≤ 4,69 µg/mL prišlo do rahlega 
povišanja dehidrogenazne aktivnosti, ki pa ni bilo statistično značilno. Statistično značilno 
od doze odvisno znižanje preživetja smo opazili pri koncentracijah ≥ 9,38 µg/mL 
(preživelo je 79% celic) v primerjavi s kontrolno skupino (Slika 14A). 
 
Podoben trend živosti celic kot pri 4 urni izpostavitvi IM smo opazili tudi po 24 urni 
izpostavitvi IM. Pri koncentracijah ≤ 4,69 μg/mL smo opazili zvišanje dehidrogenazne 
aktivnosti, pri koncentracijah ≥ 9,38 µg/mL pa značilno znižanje v primerjavi z kontrolno 
skupino. Pri koncentraciji 150 µg/mL nismo zaznali živih celic (Slika 14B). 
 
Tudi po 48 urni izpostavitvi celic ZFL imatinib mezilatu smo pri nižjih koncentracijah           
(≤ 4,69 μg/mL) opazili nekoliko povišano dehidrogenazne aktivnosti v primerjavi s 
kontrolno skupino, medtem ko se je pri koncentracijah ≥ 9,38 μg/mL (preživelo je le 18 % 
celic) živost celic statistično značilo znižala in je že pri koncentraciji 37,50 μg/mL znašala 
manj kot 1 % živih celic, pri koncentraciji 150 μg/mL pa nismo zaznali živih celic (Slika 
14C). 
 
Pri izpostavitvi celic ZFL IM za 72 ur smo pri koncentraciji 4,69 μg/mL zaznali statistično 
značilno znižanje preživetja (približno 50 %), medtem ko pri koncentracijah ≥ 37,5 μg/mL 
nismo zaznali živih celic (Slika 14D). 
 
4.2 TEST KOMET  
 
Genotoksično delovanje izbranih protirakavih zdravil (5-FU, ET, CDDP in IM) na celice 
ZFL smo preverili s testom komet. Rezultati so prikazani na Slikah 15 do 18. 
 
D 
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4.2.1 5-fluorouracil 
 
  
Slika 15: Vpliv 5-FU na nastanek prelomov DNA. Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam            
5-FU (0,01, 0,1, 1 and 10 μg/mL) za 4 ure (A) in 24 ur (B). 0,5 mM t-BOOH smo uporabili kot pozitivno 
kontrolo. Rezultati so podani kot povprečje deleža DNA v repu iz treh neodvisnih poskusov. Prikazani so v 
obliki okvirjev z ročaji. Ti zelo nazorno prikažejo obliko porazdelitve spremenljivke. Prečka v okvirju 
prikazuje mediano. Srednje vrednosti so prikazane kot plus (+). Spodnji del okvirja določa prvi kvartil, 
zgornji del pa tretji kvartil. Spodnji ročaj in zgornji ročaj določata 95 % interval zaupanja. Razlike med 
celicami tretiranimi s protirakavim zdravilom in kontrolnimi celicami smo analizirali z enosmerno analizo 
variance (ANOVA, Kruskal-Wallis). Za primerjavo median odstotka DNA v repu smo uporabili test Dunnet, 
pri čemer (*) p<0.05, (**) p<0.01 in (***) p<0.001 prikazuje statistično značilno razliko v primerjavi s 
kontrolo. 
 
Po 4 urni izpostavitvi celic ZFL 5-FU ni povzročil statistično značilnega povečanja števila 
prelomov DNA pri nobeni izmed uporabljenih koncentracij (Slika 15A), medtem ko je               
po 24 urah od doze odvisno statistično značilno povečal odstotek DNA v repu kometov v 
primerjavi s kontrolno skupino pri koncentracijah ≥ 0.1 µg/ml (Slika 15B). 
 
A B 
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4.2.2 Cisplatin 
 
  
Slika 16: Vpliv CDDP na nastanek prelomov DNA. Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam            
5-FU (0,01, 0,1, 1 and 10 μg/mL) za 4 ure (A) in 24 ur (B). 0,5 mM t-BOOH smo uporabili kot pozitivno 
kontrolo. Rezultati so podani kot povprečje deleža DNA v repu iz treh neodvisnih poskusov. Prikazani so v 
obliki okvirjev z ročaji. Ti zelo nazorno prikažejo obliko porazdelitve spremenljivke. Prečka v okvirju 
prikazuje mediano. Srednje vrednosti so prikazane kot plus (+). Spodnji del okvirja določa prvi kvartil, 
zgornji del pa tretji kvartil. Spodnji ročaj in zgornji ročaj določata 95 % interval zaupanja. Razlike med 
celicami tretiranimi s protirakavim zdravilom in kontrolnimi celicami smo analizirali z enosmerno analizo 
variance (ANOVA, Kruskal-Wallis). Za primerjavo median odstotka DNA v repu smo uporabili test Dunnet, 
pri čemer (*) p<0.05, (**) p<0.01 in (***) p<0.001 prikazuje statistično značilno razliko v primerjavi s 
kontrolo. 
 
Po 4 in 24 urni izpostavitvi celic ZFL je CDDP od doze odvisno statistično značilno 
povečal odstotek DNA v repu kometov v primerjavi s kontrolno skupino (Slika 16 A, B) 
pri koncentracijah ≥ 1 µg/mL. 
 
4.2.3 Etopozid 
 
  
Slika 17: Vpliv ET na nastanek prelomov DNA. Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam            
5-FU (0,01, 0,1, 1 and 10 μg/mL) za 4 ure (A) in 24 ur (B). 0,5 mM t-BOOH smo uporabili kot pozitivno 
kontrolo. Rezultati so podani kot povprečje deleža DNA v repu iz treh neodvisnih poskusov. Prikazani so v 
obliki okvirjev z ročaji. Ti zelo nazorno prikažejo obliko porazdelitve spremenljivke. Prečka v okvirju 
prikazuje mediano. Srednje vrednosti so prikazane kot plus (+). Spodnji del okvirja določa prvi kvartil, 
zgornji del pa tretji kvartil. Spodnji ročaj in zgornji ročaj določata 95 % interval zaupanja. Razlike med 
celicami tretiranimi s protirakavim zdravilom in kontrolnimi celicami smo analizirali z enosmerno analizo 
variance (ANOVA, Kruskal-Wallis). Za primerjavo median odstotka DNA v repu smo uporabili test Dunnet, 
A B 
A 
B 
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pri čemer (*) p<0.05, (**) p<0.01 in (***) p<0.001 prikazuje statistično značilno razliko v primerjavi s 
kontrolo.  
 
Po 4 urni izpostavitvi celic ZFL je ET povzročil od doze odvisno povečanje odstotka DNA 
v repu kometov pri koncentracijah ≥ 1 µg/mL (Slika 17A), medtem ko smo po 24 urah 
opazili ststistično značilno povečan odstotek DNA v repu kometov pri koncentracijah ≥ 0,1 
µg/mL (Slika 17B). 
 
4.2.4 Imatinib mezilat 
 
  
Slika 18: Vpliv IM na nastanek prelomov DNA. Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam            
5-FU (0,01, 0,1, 1 and 10 μg/mL) za 4 ure (A) in 24 ur (B). 0,5 mM t-BOOH smo uporabili kot pozitivno 
kontrolo. Rezultati so podani kot povprečje deleža DNA v repu iz treh neodvisnih poskusov. Prikazani so v 
obliki okvirjev z ročaji. Ti zelo nazorno prikažejo obliko porazdelitve spremenljivke. Prečka v okvirju 
prikazuje mediano. Srednje vrednosti so prikazane kot plus (+). Spodnji del okvirja določa prvi kvartil, 
zgornji del pa tretji kvartil. Spodnji ročaj in zgornji ročaj določata 95 % interval zaupanja. Razlike med 
celicami tretiranimi s protirakavim zdravilom in kontrolnimi celicami smo analizirali z enosmerno analizo 
variance (ANOVA, Kruskal-Wallis). Za primerjavo median odstotka DNA v repu smo uporabili test Dunnet, 
pri čemer (*) p<0.05, (**) p<0.01 in (***) p<0.001 prikazuje statistično značilno razliko v primerjavi s 
kontrolo. 
 
Po 4 in 24 urni izpostavitvi celic ZFL, je IM  od doze odvisno statistično značilno povečal 
odstotek DNA v repu kometov v primerjavi s kontrolno skupino pri koncentracijah ≥ 0,1 
µg/mL (Slika 18 A,B). 
 
A B 
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5 RAZPRAVA 
 
Zaradi vse večje uporabe protirakavih zdravil pri zdravljenju rakavih obolenj in vse večji 
uporabi v veterinarstvu, se količina ostankov protirakavih zdravil v okolju povečuje. V 
okolje lahko  zaidejo na različne načine, kjer lahko pri netarčnih organizmih poškodujejo 
DNA, zavirajo sintezo DNA, prekinejo delitev celic in se posledično lahko vplivajo na 
normalno razmnoževanje in preživetveno sposobnost organizmov. Pri ribah in školjkah 
lahko pride tudi do nastanka rakastih tvorb. Danes so analitske metode že tako natančne, da 
lahko določajo snovi velikostnega razreda μg/L ali celo ng/L, in to seveda omogoča 
zaznavo t.i. mikropolutantov (López-Serna in sod. 2010). Citotoksično in genotoksično 
delovanje protirakavih zdravil so večinoma proučevali na modelih kot so bakterije, 
sesalske in človeške celice in laboratorijske živali katerih namen je bil opredeliti njihovo 
nevarnost za zdravje pacientov (IARC, 1987; 2000; Ishidate in sod., 1988; Mavournin in 
sod., 1990). Več nedavnih študij je pokazalo, da lahko protirakava zdravila povzročijo 
reproduktivne in genotoksične efekte tudi pri netarčnih vodnih organizmih. Pri kronični 
izpostavitvi vodnih bolhah (Daphnia magna in Ceridodaphnia dubia) so 5-FU, 
capecitabine, CDDP, doxorubicin, ET  in IM zavrli njihovo reprodukcijo (Parella in sod. 
2014) in povzročili poškodbe DNA (Parella in sod 2015) pri koncentracijah v območju 
μg/L. Zaviranje rasti pri izpostavljenosti tem protirakavim zdravilom so ugotovili tudi pri 
algah in cianobakterijah (Brezovšek in sod. 2014), vendar pri višjih koncentracijah. 
Nedavno pa so Kovács in sod. (2015) poročali, da je pri dvogeneracijski izpostavljenosti 
rib cebric 5-FU povzročil poškodbe DNA v jetrih in tvorbo mikrojeder v krvnih celicah že 
pri koncentraciji 10 ng/L. 
 
V magistrski nalogi nas je zanimal vpliv protirakavih zdravil na vodne organizme, zato 
smo kot modelni celični sistem izbrali jetrne celice rib cebric, celice ZFL. Celično linijo 
ZFL smo izbrali, ker izhaja iz celic pridobljenih iz ribjih jeter in je kot takšna pomembna 
za identifikacijo toksikološkega tveganja za vodne organizme. Za razliko od sesalčjih 
celičnih linij ribje celične linije rastejo in se delijo pri nižji temperaturi ter imajo daljši čas 
celičnega podvajanja. Študije so pokazale, da imajo ribje celice tudi nižjo stopnjo 
zmogljivosti popravljanja DNA kot sesalske celice (Kienzler in sod., 2013). To pomeni, da 
je njihova občutljivost drugačna od občutljivosti sesalskih celic.  
 
Protirakava zdravila smo izbrali glede na pogostost uporabe, predvidene okoljske 
koncentracije in na podlagi njihovih različnih mehanizmov delovanja. V naši nalogi smo 
ugotavljali, ali izbrana protirakava zdravila (5-FU, ET, CDDP, IM) delujejo citotoksično in 
genotoksično na izbrani celični sistem – celice ZFL. Za ugotavljanje citotoksičnosti 
izbranih protirakavih zdravil na celicah ZFL smo uporabili test MTT kot je opisano v 
Mosmann (1983), z manjšimi spremembami.  
 
Vsa štiri proučevana protirakava zdravila so povzročila od koncentracije in časa 
izpostavljenosti odvisno zmanjšanje preživetja ZFL celic. Po 4 urah izpostavljenosti sta 
statistično značilno zmanjšala preživelost le CDDP in IM. Vendar pa se je IM s 
povečevanjem koncentracij nad  9.38 μg/mL preživelost naglo zmanjševal, medtem ko je 
bilo pri CDDP zmanjšanje preživelosti pri koncentracijah nad  ≥ 2.34 μg/mL približno 
enako (manj kot 30% zmanjšanje glede na kontrolo). Po 24, 48 in 72h izpostavljenosti so 
vse štiri substance povzročile statistično značilno zmanjšanje preživelosti.  Če primerjamo 
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dozne odzive pri različnih časih izpostavljenosti je razvidno, da je bila citotoksičnost 5-FU 
in ET pri enakih koncentracijah zelo odvisna od časa izpostavljenosti, medtem, ko se 
citotoksičnost CDDP in IM s podaljšanjem izpostavljensoti nad 24h ni močno povečala. 
Gajski in sod. (2015) so primerjali vpliv 5-FU, ET in CDDP na tri različne celične linije in 
sicer ZFL celice, HepG2 celice (celice človeškega hepatoma) in HPBL (periferni človeški 
limfociti). Pokazali so, da so te celične linije različno občutljive na citotoksično delovanje 
teh protirakavih zdravil.  ZFL celice in HepG2 celice so pokazale približno enako 
občutljivost na 5-FU. ZFL celice so bile bolj občutljive na delovanje ET, medtem ko je bil 
CDDP bolj citotoksičen za HepG2 celice. HPBL so bili na delovanje 5-FU in ET manj 
občutljivi kot ZFL in HepG2 celice, občitljivost na CDDP pa je bila primerljiva  
občutljiviosti ZFL celic. Na citotoksično delovanje IM so bile ZFL celice in HPBLs 
približno enako občutljive, HepG2 celice pa manj (Novak in sod., 2015). Ti rezultati so 
pokazali, da so ZFL občutljive na citotoksično delovanje protirakavih zdravil in 
predstavljajo ustrezen model za nadaljnje raziskave na tem področju. 
 
Genotoksično delovanje izbranih protirakavih zdravil smo ugotavljali s testom komet. Test 
komet ali test elektroforeze posameznih celic (SCGE - single cell gel electrophoresis) je 
standardna metoda za določanje genotoksičnosti fizikalnih ali kemičnih agensov in vivo/in 
vitro. Ponuja razmeroma preprost način ocenjevanja poškodb DNA z merjenjem prelomov 
v verigi DNA živalskih in rastlinskih celic. Genotoksičnost smo preverjali pri 
koncentracijah, ki niso povzročile citotoksičnih učinkov (0,01, 0,1, 1 and 10 μg/mL). V 
naši nalogi smo celice izpostavili delovanju protirakavih zdravil za 4 in 24 ur. Prelomi 
DNA, ki jih zaznamo s testom, so pogosto prehodne poškodbe, ki se v odvisnosti od časa 
izpostavitve lahko popravijo (Žegura in sod., 2003).  Krajši, 4-urni čas izpostavitve, smo 
izbrali zato, ker po tem času zaznamo morebitne prehodne poškodbe DNA, ki bi bile po 24 
urah že popravljene. Vsa štiri testirana protirakava zdravila so povzročila poškodbe DNA 
celic ZFL.   
 
5-FU po 4 urni izpostavitvi celic ZFL ni povzročil statistično značilnega povečanja 
poškodb DNA pri nobeni izmed uporabljenih koncentracij, medtem ko je po 24 urah 
povzročil od doze odvisno statistično značilno povečaanje odstotka DNA v repih kometov 
pri koncentracijah ≥ 0.1 µg/mL. ET, CDDP in IM so povzročili povečanje poškodb DNA 
tako po 4, kot po 24 urah. Pri CDDP in IM povečanje poškodb DNA ni bilo odvisno od 
časa izpostavljenosti. CDDP je po 4 in 24h izpostavljenosti povzročil statistično značilno 
povečanje odstotka DNA v repih kometov pri koncentracijah ≥ 1 µg/mL, IM pa pri 
koncentracijah ≥ 0,1 µg/mL. ET pa po 4 urni izpostavitvi celic ZFL povzročil od doze 
odvisno statistično značilno povečanje odstotka DNA v repih kometov pri koncentracijah ≥ 
1 µg/mL, po 24 urah pa pri koncentracijah ≥ 0,1 µg/mL. Številni podatki iz literature 
pričajo o genotoksičnem delovanju 5-FU, ET, CDDP in IM na različnih testnih modelnih 
organizmih. Zunkova in sod. (2007) so pokazali, da je 5-FU genotoksičen s SOS 
kromotestom na bekateriji E. coli. Novak in sod. (2016) so na celicah ZFL in celicah 
HepG2 opisali od doze IM in časa ispostavitve odvisno statistično značilno povišanje 
dvoverižnih prelomov DNA, kar je skladno z našimi rezultati. Gajski in sod. (2015) so 
določali genotoksične učinke 5-FU, CDDP in ET s testom komet in testom mikrojeder z 
ustavitvijo citokineze (CBMN; iz angl. cytokinesis block micronucleus assay) na ZFL in  
HepG2 celicah in na HPBL. Pokazali so, da so bile celice ZFL najbolj občutljive na tri 
testrana protrakava zdravila v primerjavi s celicami človeškega izvora.  
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Rezultatov, ki jih dobimo v in vitro sistemih, ne moremo neposredno uporabiti za 
ocenjevanju tveganja za okljske organizme in zdravje ljudi. Vendar pa nam rezultati, ki 
temeljijo na in vitro raziskavah pomagajo pri oceni potencialne nevarnosti testirane snovi.  
Testi, cititoksičnosti in genotoksičnosti ki smo jih uporabljali v študiji so uporabno orodje, 
s katerim pridobimo informacije o mehanizmih delovanja proučevanih snovi in na podlagi 
dobljenih podatkov lahko predvidimo morebitno ogroženost zdravja ljudi in okolja ter 
okoljskih organizmov. Rezultatov naše študije so pokazali, da testirana protirakava zdravila 
povzročajo citotoksične in genotoksične učinke v netarčnih ribjih celicah ZFL. Zaradi tega 
njihovi ostanki v vodnem okolju lahko predstavljajo nevarnost za ribe in tudi druge vodne 
organizme.   
 
SKLEPI 
 
 S testom MTT smo ugotovili, da izbrana protirakava zdravila delujejo citotoksično 
na celice ZFL;  
 Imatinib mezilat ima izrazit prag delovanja, kar je razvidno iz koncentracijskega in 
časovnega odziva; 
 S testom komet smo ugotovili, da izbrana protirakava zdravila pri necitotoksičnih 
koncentracijah delujejo genotoksično;  
 ZFL celice so se izkazale kot dober model za proučevanje genotoksičnega 
potenciala protirakavih zdravil.  
 ZFL celice lahko služijo za testiranje farmacevtskih učinkovin in drugih vodnih 
onesnažil kot alternativa za poskuse na živalih kot tudi v ekotoksikoloških študijah. 
 
 Na podlagi navedenih sklepov smo potrdili hipotezo, da izbrana protirakava 
zdravila v sistemu s celicami ZFL delujejo citotoksično in genotoksično. 
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6 POVZETEK 
 
Zaradi naraščajoče uporabe protirakavih zdravil so njihovi ostanki postali pomembna 
onesnažila vodnega okolja. Glede na mehanizem delovanja protirakavih zdravil, kjer pride 
do interakcije s celično DNA in celične signalizacije, ne vplivajo le na rakave celice, 
ampak tudi na zdrave celice. Posledično so mnoga od teh zdravil genotoksična, mutagena, 
rakotvorna, teratogena in / ali embriotoksična. Cilj magistrske naloge je bil ugotoviti, ali 
štiri protirakava zdravila z različnim načinom delovanja (etopozid, cisplatin, 5-fluorouracil 
in imatinib mezilat) delujejo citotoksično in genotoksično na netarčne celice, kar smo 
proučevali na modelu  ribjih jetrnih celic ZFL. Citotoksičnost smo ugotavljali s testom 
MTT, genotoksičnost pa s testom komet. Vsa izbrana protirakava zdravila so na celice ZFL 
delovala citotoksično v odvisnosti od časa in odmerka, pri čemer smo pri celicah, 
izpostavljenih imatinib mezilatu, opazili specifičen prag delovanja pri koncentraciji ~9.38 
µg/mL pri vseh časih izpostavljenosti. S testom komet smo dokazali, da so vsa proučevana 
protirakava zdravila pri necitotoksičnih odmerkih delovala genotoksično v odvisnosti od 
časa in odmerka. Naši rezultati so pokazali, da protirakava zdravila, ki smo jih proučevali v 
magistrski nalogi delujejo citotoksično in genotoksično na ribje jetrne celice, kar je zelo 
zanimivo iz okoljskega in ekotoksikološkega vidika. Ugotovitev nakazuje, da toksičnosti 
protirakavih zdravil na ne-tarčne organizme ne bi smeli podcenjevati. Pri interpretaciji 
njihovega toksičnega učinka moramo biti zelo previdni. Vendar pa je potrebno omeniti, da 
so bile koncentracije protirakavih zdravil, ki smo jih uporabljali v magistrski nalogi 100-
1000x višje kot koncentracije izmerjene v okolju.  Za podrobnejšo opredelitev 
mehanizmov citotoksičnega in genotoksičnega delovanja protirakavih zdravil bi bile 
potrebne še dodatne analize s komplementarnimi testi, kjer bi proučili vpliv protirakavih 
zdravil na druge končne učinke.  
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2009. Onkologija-raziskovanje, diagnostika in zdravljenje raka. 1. izd. Ljubljana, 
Založba Mladinska knjiga: 425 str.  
 
Obreza A. 2009. Sintezne zdravilne učinkovine v onkologiji. Farmacevtski vesnik, 
Strokovno glasilo slovenske farmacije, 60, 2: 48-60 
 
O'Dwyer P.J., Stevenson J.P., Johnson S.W. 2000. Clinical pharmacokinetics and 
administration of established platinum drugs. Drugs, 59, 4: 19-27 
 
Olive P.L. 1989. Cell Proliferation as a requirement for development of the contact effect 
in the Chinese Hamster V79 spheroids. Radiation Research, 117: 79-92 
 
Olive P.L. 1995. Use of the comet assay to detect hypoxic cells in murine tumours and 
normal tissues exposed to bioreductive drugs. Acta Oncologica, 34: 301–305 
 
Onkološki inštitut Ljubljana (OI Ljubljana). 2015. Osnovna dejstva o raku, Ljubljana. 
http://www.onko-i.si/za javnost in bolnike/osnovna dejstva o raku/ (17. nov. 2015) 
 
Östling O., Johanson K.J. 1984. Microelectrophoretic study of radiation induced DNA 
damage in individual mammalian cells. Biochemical and Biophysical Research 
Communication, 123: 291-298 
 
Pajk B. 2007. Neželeni učinki sistemskega zdravljenja raka. Onkologija, XI, 2: 131-139 
 
Parella A., Lavorgna M., Criscuolo E., Russo C., Fiumano V., Isidori M. 2014. Acute and 
chronic toxicity of six anticancer drugs on rotifers and crustaceans. Chemosphere, 115: 
59–66 
 
Paw B.H., Zon L.I. 1999. Primary fibroblast cell culture. Methods in Cell Biology, 59: 39-
43 
 
Pichler C., Filipič M., Kundi M., Rainer B., Knasmueller S., Mišík M. 2014. Assessment of 
genotoxicity and acute toxic effect of the imatinib mesylate in plant bioassays. 
Chemosphere, 115: 54-58 
 
Pichler F.B., Love D.R., Dodd A., Copp B.R., Greenwood D.R. 2004. Technology for high-
throughput screens: the present and future using zebrafish. Current Opinion in 
Biotechnology, 6: 564-571 
 
Pogorelčnik B., Janežič M., Perdih A. 2015. Zaviralci človeške DNA topoizomeraze IIα - 
pomembne tarče protirakavih zdravilnih učinkovin. Farmacevtski vesnik, Strokovno 
glasilo slovenske farmacije, 66, 4: 326-333 
Drljača S. Citotoksični in genotoksični učinki izbranih citostatikov na ribje jetrne celice in vitro. 50 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta. Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
 
Pool-Zobel B.L., Leucht U. 1997. Induction of DNA damage by risk factors of colon 
cancer in human colon cells derived from biopsies. Mutation Research-Fundamental 
and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 375: 105–115  
 
Powers D.A. 1989. Fish as model systems. Science, 246: 352–358 
 
Rosenberg B., Van Kamp L., Krigas T. 1965. Inhibition of cell division in Escherichia 
coliby electrolysis products from a platinum electrode. Nature, 205: 698–699 
 
Schirmer K. 2006. Proposal to improve vertebrate cell cultures to establish them as 
substitutes for the regulatory testing of chemicals and effluents using fish. Toxicology, 
224, 3: 163-183 
 
Serša G. 2009. Biološke in molekularne značilnosti malignih celic ter njihove tarče pri 
zdravljenju raka. Farmacevtski vesnik, Strokovno glasilo slovenske farmacije, 60, 2: 
43-47 
 
Siddik Z.H., Newell D.R., Boxall F.E., Harrap K.R. 1987. The comparative 
pharmacokinetics of carboplatin and cisplatin in mice and rats. Biochemical 
Pharmacology, 36, 12: 1925-1932 
 
Sigma-Aldrich Co. LLC, BRAND counting chamber BLAUBRAND Neubauer pattern, 
Hemocitometer.  
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/br718605?lang 
=en&region=BA&cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-2 (18.feb. 
2016) 
 
Singh N., McCoy M.T., Tice R.R., Schneidr L. 1988. A simple technique for quantitation 
of DNA damage in individual cells. Experimental Cell Research, 175: 184-191 
 
Tice R.R., Agurell E., Anderson D., Burlinson B., Hartmann A., Kobayashi H., Miyamae 
Y., Rojas E., Ryu J.C., Sasaki Y.F. 2000. Single cell gel/comet assay: guidelines for in 
vitro and in vivo genetic toxicology testing. Environmental and Molecular 
Mutagenesis, 35: 206-221 
 
Uptodate. 2015. Evidence-based clinical decision support resource, informacije o zdravilu 
– cisplatin: 15 str.  
http://www.uptodate.com/contents/cisplatin-drug-information? 
source=search_result&search=cisplatin&selectedTitle=1~150 (5. nov. 2015) 
 
Uptodate. 2015. Evidence-based clinical decision support resource, informacije o zdravilu 
– etopozid: 16 str. 
http://www.uptodate.com/contents/etoposide-drug-information? 
source=search_result&search=etoposide&selectedTitle=1~150 (5. nov. 2015) 
 
Drljača S. Citotoksični in genotoksični učinki izbranih citostatikov na ribje jetrne celice in vitro. 51 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta. Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
Uptodate. 2015. Evidence-based clinical decision support resource, informacije o zdravilu 
– fluorouracil: 12 str. 
http://www.uptodate.com/contents/fluorouracil-systemic-drug-
information?source=search_result&search=fluorouracil&selectedTitle= 1~149 (5. nov. 
2015) 
 
Uptodate. 2015. Evidence-based clinical decision support resource, informacije o zdravilu 
– imatinib: 22 str. 
http://www.uptodate.com/contents/imatinib-drug-information? 
source=search_result&search=imatinib&selectedTitle=1~128 (5. nov. 2015) 
 
U. S. EPA. 2011. Persistent bioaccumulative and toxic (PBT) chemical program, 
Benzo(a)pyrene. Environmental protection agency.  
http://www.epa.gov/pbt/pubs/benzo.htm (2. feb. 2016) 
 
Vaghef H., Nygren P., Edling C., Bergh J., Hellman B. 1997. Alkaline single-cell gel 
electrophoresis and human biomonitoring for genotoxicity: a pilot study on breast 
cancer patients undergoing chemotherapy including cyclophosphamide. Mutation 
Research, 395, 2-3: 127-38 
 
Valverde M., Fortoul T.I., Diaz-Barriga F., Mejia J., Castillo E.R.  2000. Induction of 
genotoxicity by cadmium chloride inhalation in several organs of CD-1 mice. 
Mutagenesis, 15, 2: 109–114 
http://www.ncbi.nlm.nih. gov/pubmed/10719034 (1. okt. 2015) 
 
Wang D., Lippard S.J. 2005. Cellular processing of platinum anticancer drugs. Nature 
Review Drug Discovery, 4, 4: 307-320 
 
Wellcome Trust Sanger Institute (WTSI). 2015. Wellcome Genome Campus, Hinxton, 
Cambridge, Zebrafish Genome Project. 
https://www.sanger.ac.uk/resources/zebrafish/ genomeproject.html (15. okt. 2015) 
 
WHOCC 2015. ATC/DDD index. Oslo, WHOCC: 1. str. 
http://www.whocc.no/atc_ddd_ index/?code=L01 (1. okt. 2015) 
 
Wixon J. 2000. Featured organism: Danio rerio, the zebrafish. Yeast, 17: 225-231 
 
Zavod za zdravstveno zavarovanje Slovenije,  Centralna baza zdravil (CBZ), 2015 – 
cisplatin: 14 str. 
http://www.cbz.si/cbz/bazazdr2.nsf/o/3109CF8E34FF5E49C12579 
EC002002D5/$File/s-015798.pdf (1. okt. 2015) 
 
Zavod za zdravstveno zavarovanje Slovenije,  Centralna baza zdravil (CBZ), 2015 – 
imatinib: 19 str. 
http://www.cbz.si/cbz/bazazdr2.nsf/o/D2003CE55A914AC1C1257 
BAC008342A5/$File/s-015486.pdf (1. okt. 2015) 
 
Drljača S. Citotoksični in genotoksični učinki izbranih citostatikov na ribje jetrne celice in vitro. 52 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta. Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
Zavod za zdravstveno zavarovanje Slovenije, Centralna baza zdravil (CBZ), 2015 – 
fluorouracil: 11 str. 
http://www.cbz.si/cbz/bazazdr2.nsf/o/56C8199EA0AB0426C125 
79C2003F5FF2/$File/s-014274.pdf (1. okt. 2015) 
 
Zavod za zdravstveno zavarovanje Slovenije, Centralna baza zdravil (CBZ), 2015 – 
etopozid: 11 str. 
http://www.cbz.si/cbz/bazazdr2.nsf/o/C67AE9203D710D1CC1257 
9C2003F64A4/$File/s-012849.pdf (1. okt. 2015) 
 
Zounkova R., Kovalova L., Blaha L., Dott W. 2010. Ecotoxicity and genotoxicity 
assesment of citotoxic antineoplastic drugs and their metabolites. Chemosphere, 2: 
250-260 
 
Zounkova R., Odraska P., Dolezalova L., Hilscherova K., Marsalek B., Blaha L. 2007. 
Ecotoxicity and genotoxicity assessment of cytostatic pharmaceuticals. Environmental 
Toxicology and Chemistry, 26: 2208-2214 
 
Žegura B., Sedmak B., Filipič M. 2003. Mycrocystin-LR induces oxidative DNA damage 
in human hepatoma cell line HepG2. Toxicon, 41: 41-48 
 
 
 
Drljača S. Citotoksični in genotoksični učinki izbranih citostatikov na ribje jetrne celice in vitro.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta. Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
ZAHVALA 
 
 
 
Najprej bi se rad zahvalil dr. Jani Nunić, ki me je navdušila za opravljanje magistrske 
naloge.  
 
Hvala tudi doc. dr. Bojani Žeguri, za potrpežljivost in pomoč pri pisanju naloge ter vse 
koristne napotke. 
 
Hvala recenzentki prof. dr. Metki Filipič za hiter in natančen pregled magistrske naloge. 
 
Hvala mentorici Prof. dr. Darji Žgur Bertok, za prevzem mentorstva. 
 
Največja zahvala gre moji družini za spodbudo in potrpežljivost v času študija.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
